UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

CENTRO UNIVERSITARIO DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AGROPECUARIAS

DIVISION DE CIENCIAS VETERINARIAS

CAMBIOS EN LA CELULARIDAD DEL LAVADO
BRONQUIOLO-ALVEOLAR EN RELACION A LA VIABILIDAD DEL
PARENQUIMA PULMONAR TENIDO CON LA TECNICA DE AZUL DE
TRIPANO A DIFERENTES TIEMPOS POST MORTEM.

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA
P R E S E N T A
P.M.V.Z. ADRIANA SANCHEZ ROLDAN
DIRECTOR DE Tesis: M.V.Z. DaviD ZEFERINO GARCIA MARTINEZ
LAS AGUIAS, NEXTIPAC, ZAPOPAN, JALISCO. AGOSTO DE 1998




AGRADECIMIENTOS.
A MI PAPL Y A MI MAMI:

Gracias por apoyarme fodo este tiempo, yo sé que tarde un poquito en darles esta
satisfaccién pero creo que valié la pena, GRACIAS nuevamente por todo su amor y
comprension “los adoro”.

A MIS HERMANITOS OMAR Y JANETH:

Gracias por esperar este feliz momento conmigo, por atormentarme a toda hora
preguntando ¢cuando terminas la tesis ? los amo y no podria vivir sin ustedes.

AL GRAN AMOR DE MI VIDA:

Helio gracias por apoyarme y estar siempre presente en los momentos mas dificiles,
GRACTAS por tu amor y comprensidn. te amo.

A DAVID GARCIA MARTINEZ (MI TUTOR) :

“DADY", gracias por ayudarme a hacer este suefio realidad, por tu carifio,
comprensidn y por aguantarme todo este tiempa, te quierc lo normal.

AL M.en C. ELISEO PORTILLA DE BUEN:

Gracias por darme la oportunidad de ingresar af apasionante mundo de la
investigacién, por tenerme confianza y por aguantar todas mis insolencias, le guardo
eterna gratitud y afecto, y no se preocupe mafiana serd peor.

A MONIQUITA:

"Borreguito”, gracias por ser mi amiga, confidente y fiel compafiera de loqueras,
GRACTAS por sufrir conmigo y alentarme a seguir adelante. mi amiga te quiero

mucho.



A CARLITOS ROMERO:

Querido hermanito de tesis, gracias por tu apoyo, ayuda. y por {os buenos momentos
que pasamos juntos te voy a extrafiar.

ja
AL MAESTRO ADOLFO CARDENAS:

Gracias por compartir mis vivencias y anhelos durante este tiempo. maestro lo quiero
mucho, gracias por todo.

A SOCQ BARBA:

Mami Saco, gracias por ser buena conmigo nunca voy a olvidar tus buenos consejos,
GRACTIAS por ayudarme. te quiero.
A MIS COMPANEROS DE LA DIVISION:

Gracias por permitirme gozar de su compafifa durante todo este tiempo.
A HERNAN CORTES VELAZCO :
Querido amigo este triunfo es de los dos, te recordaré siempre.

Y FINALMENTE:
Agradezco a todas y cada una de las ratitas cuyas vidas tomé para llevar a cabo esta

investigacién, Con todo respeto y dolor de mi parte.



CONTENIDO

Pagina

RESUMEN. ... e i
INTRODUCCION .. ... e 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. . ... 7
JUSTIFICACION. .. ...t e e 8
OBJETIVOS . . oo e e 9
HIPOTESIS ..o e 10
MATERIAL Y METODOS . ... oo, 1
RESULTADOS......... 17
DISCUSION ... et e e 24
CONCLUSlONES 28

BIBLIOGRAFIA .. .. 29



RESUMEN

La viabilidad de los pulmones después de la muerte del donador disminuye
paulatinamente aun utilizando métodos de preservacion, de tal modo que hay un
tiempo critico antes del cual pueda realizarse exitosamente el trasplante. Ef objetivo
de este trabajo fue determinar si existe correlacion entre la viabilidad de tas células
del lavado bronquiolo-alveolar (LBA), y la viabilidad del paréngquima puimonar
determinada con la técnica de azul de tripano a diferentes tiempos post mortem. Se
utilizaron 30 ratas machos de 250 a 300 g, distribuidos en 6 grupos de 5 animales,
fueron estudiados a las 0,1,2,4,8 y 12 horas post mortem; al termino de tales
periodos, en el pulmon izquierdo se realizé per_fusién a través de la arteria pulmonar
con azul de tripano 150 mL, seguido de 100 mL de formol amortiguado al 10%, el
tejido se incluyd en parafina y se tind con eosina, se contaron 200 céfulas por
laminilla para calcular el porcentaje de viabilidad celular en el parénquima. En el
pulmén derecho se realizé LBA con solucion de NaCl al 0.9 %, a partir de las células
obtenidas se determind en camara de Neubauer el porcentaje de viabilidad con azul
de tripano, y se caiculd la cuenta total celular por mL de LBA recuperado. Se
concluye que el porcentaje de viabilidad tanto en parénquima pulmonar como en
LBA, disminuye a medida que transcurre el tiempo post mortem, desde 94.62% y
98 2% respectivamente a las cero horas, hasta 27.54% y 21.2% a las doce horas. En
contraste, la cuenta total celular en el LBA aumentd de 0.505 x 10° a las cero horas,
hasta 2.429 x 10°a las doce horas. Se encontré diferencia significancia por ANOVA
en cada una de las variables (P<0.001). Para las variables porcentaje de viabilidad
en parénquima y porcentaje de viabilidad en el LBA, se obtuvo un coeficiente de
determinacién de r’=0.56 (p<0.001). Los resultados en los valores de viabilidad,
tanto en parénquima pulmonar, como en el LBA, muestran una tendencia a la
disminucién en el tiempo. El aumento de la cuenta total de ias células (en LBA) en el
tiempo, puede ser reflejo de la disminucidon en la viabilidad del organo. La
correlacion entre la viabilidad del parénquima pulmonar y ia viabilidad del lavado

brongquiolo-alveolar podria conducir a pronosticos de funcién pulmonar.
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INTRODUCCION

La principal funcioén del aparato respiratorio es proporcionar oxigeno a la
sangre y eliminar el bidxido de carbono. El tejido respiratorio en el que se efectia
este intercambio gaseoso se localiza en los pulmones, situados en fa cavidad
toracica que es practicamente unb espacio cerrado; los pulmones pueden
comunicarse con el exterior a través de una porcioén conductora constituida por:
cavidad nasal, faringe, laringe, traquea y bronquios (21,37). Durante su funcién
ventifatoria, fos pulmones entran en contacto con el ai‘re ambiental en el que se
encuentran suspendidos infinidad de microorganismos y particulas inertes.
Aungue e! pulmon cuenta con varias barreras que filtran el aire, como son las
vibrisas de las fosas nasales, cilios cubiertos p;Jr moco, etc., las particulas
menores de 2 um logran llegar hasta los alvéolos donde se hallan céluias
encargadas de neutralizarlas como los neutrofilos y macrofagos (estos ultimos
mas abundantes) (9,13,17,21,37). El tejido pulmonar tambiénv participa en
funciones como el metabolismo de sustancias biologicamente activas, sintetiza y
utiliza agente tensoactivo; almacena y vierte a lz_a sangre: prostaglandinas,
histamina y calicreina; activa angiotensina | a tipo Il y participa en el control de la
temperatura corporal (12,27,35,36).

Entre las diversas patologias que afectan al aparato respiratorio, existen
condiciones que aiteran al tejido pulmonar de manera irreversible, como es el caso
de enfermedades crénico-degenerativaé como fa fibrosis pulmonar, la sarcoidosis,
el granuloma eosinofilico, el enfisema, y la hipertension pulmonar primaria (28,32).
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En los casos mencionados el tratamiento de eleccién es el trasplante putmonar
(8.21, 28,37).
Trasplante pulmonar.

El trasplante puimonar, que puede ser unitateral ( un solo pulmén) o
bilateral (ambos pulmones), consiste en la eccisién de uno o ambos pulmones en
el paciente enfermo (receptor) y la subsecuente colocacion del pulmén, los
pulmones o segmentos obtenidos de un paciente sano o con muerte cerebral
{(donador), con la finalidad de conseguir una adecuada funcién respiratoria en el
receptor, que lo conduzca a una mejor calidad de vida, inclusive con capacidad de
reintegrarse a sus actividades laboraies (8,22).

El trasplante pulmonar ha evolucionado constantemente desde el primer
sobreviviente exitoso. A pesar de las mejoras en la procuracion de las técnicas
quirdrgicas, de la detecciéon y manejo del rechazo, existe una gran limitante: el
tiempo en el que el pulmon puede mantenerse en isquemia antes de ser
trasplantado, que no supera las 6 horas en la practica clinica, lo que obliga a
obtener un diagndstico rapido y oportuno del estado funcional y arquitectonico del
érgano a transplantar (2,6,8,15,22).

Los.criterios-de seleccién de donadores de pulmdn estan basados en una
adectada funcién del érgano. En la clinica una vez obtenido el pulmén, es
mantenido en condiciones de preservacion, generalmente en hipotermia a 4°C,
previamente perfundidos a través de la arteria pulmonar con soluciones
preservadoras que contienen distintos metébolitos, con lo que se pretende

aumentar el periodo en el que puede ser utilizado (1,8,9,10,15,22,34,35).
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VIABILIDAD

La viabilidad de un organo, puede definirse como la capacidad para
mantenerse funcional después de ser extirpado (2,6,10).

Los métodos de preservacion deben mantener a los organos viables, y se
requiere de’ pruebas que determinen la viabilidad con alta precision, para que 10s
6yganos puedan ser trasplantados oportunamente (22). Una prueba completa de
viabilidad de un 6rgano debe refiejar la viabilidad celuiar, la integridad vascular y
la potencialidad de una funcion normal in vivo, aunc':que valorar en la préctica estas
condiciones no es siempre posible (6,8,15).

Actualmente se sabe que el tejido pulmonar a diferencia de otros tejidos,
tiene la capacidad de mantenerse vivo después de que el individuo muere, y esto
se debe en parte a que el éxigeno que consume no requiere ser de origen
sanguineo y puede ser tomado directamente de! alvéolo (2,6,8).

Pruebas de viabilidad

Especificamente en los pulmones, se ha intentado determinar la viabilidad
por diversos métodos (1,56,7,8,10,14,15,16,19,26,33,34,38). Mediante
microscopia electronica se ha observado en pulmc:nes ventilados can Q, al 100 %
y no ventilados de ratas post mortem, el dafio ultraestructural en escala
semicuantitativa con base en la proporcién de cromatina nucléar, degeneracion
mitocondrial, edema intracelular e integridad de la membrana y se ha visto que a

partir de las 4 horas es importante el dafio ultraestructural en los pulmones que no



fueron ventilados, mientras gue en los pulmones ventilados se presentan cambios
isquémicos de ligeros a moderados después de las 8 horas (2) .

Otro método preciso y practico para determinar la viabilidad pulmonar, es
el que consiste en el conteo de células parenquimatosas por tincion de exclusion
de azul de tripano, en el que se somete al tejido pulmonar a una perfusion con
dicho colorante y un fijador (formol amortiguado) Posteriormente se puede
observar al microscopio de luz, que los nucleos de las células muertas se tifien de
color azul, mientras que las vivas no se modifican (6,1'4,40), se ha demostrado con
esta técnica, que pulmones de ratas con 12 horas de ventitacion con 100% de
FiO, después de la muere, llegan a tener cerca del 74% de células
parenquimatosas viables, atribuido esto a la oxigenacion alveolar, y a que se
alcanza menor viabilidad en pulmones no ventilados (5,6).

Sin embargo, la prueba mas importante para determinar viabilidad
experimentaimente, al menos en lo que se refiere a trasplantes, es el trasplante
per se, con la limitante de que ésta no es una forma practica de hacerlo (6,22). En
estudios recientes se utiliza ta microscopia intravital para poder observar in vivo el
comportamiento microvascular de los 6rganos bajo condiciones fisiolGgicas y
fisiopatolégicas, lo que abre un campo enorme para el entendimiento de la
viabilidad de los 6rganos. En esta técnica se emplean tinciones especiales como
ia bisbenzimida, que tiene la capacidad de tefiir los nicleos de todas las células, y
el bromuro de etidio que solamente tifie los nudcleos de las células cuyas

membranas celulares han sido dafiadas (30).



Lavado bronquiolo-alveolar ( LBA ):

Una forma que se emplea en la clinica para determinar algunas
disfunciones pulmonares es el lavado bronquiolo-aiveolar (LBA), el cual consiste
en infundir algun tipo de solucion isotonica -directamente en un bronquio y
extraerla con el contenido celular libre del lébulo o segmento pulmonar en
cuestion (1,7,11,14,16,18,19,20,24,25,27,28,29,31,32,33,35,36,38,40). La cuenta
celular total, ia viabilidad celular, la cuenta celular diferencial, la morfologia
celular, ef contenido de algunas sustancias, y la presencia de microorgahié}nos,
son algunas de las variables que pueden ser objeto de estudio en el LBA (3,25
,31,32,33,38).

Sus indicaciones abarcan la valoracidén diagnéstica, pronodstica y

terapéutica de diversas enfermedades respiratorias (1,9,11,18,22,24,32,38,40).

Algunas de las aplicaciones del LBA son: la identificacidn y cuantificacion
de monocitos aiveolares en pacientes con enfermedad crénica inflamatoria como
sarcoidosis, alveolitis alérgica extrinseca y enfermedad vascular de colagena
(20,34). Ademas, experimentalmente se ha utilizado en el estudio del efecto de la
preservacion pulmonar sobre el sistema surfactante en ratas (estudio y analisis de
los cambios bioquimicos del surfactante en el lavado bronquiolo-alveotar) (1).

La informacién derivada a partir del lavado bronquiolo-alveolar mas
comunmente utilizada en ia clinica, es el conteo diferencial de células

recuperadas. Para obtener esta informacidn es necesario recobrar tas céiulas,



concentrarlas y tedirlas para identificar los diferentes tipos celulares. Las
preparaciones citocentrifugadas tedidas con Wrigth-Giemsa (o tinciones
hematolégicas similares) son las mas comunmente utilizadas para obtener el
conteo diferencial celular (7,14,16,19,20,24,31,32,35,38); otras técnicas de tincion
utilizadas para identificacion celular son {a de hematoxilina y eosina, Papanicolaou
y Diff-Quick ( 8,18,22,29,31,32,33,38,40).

De las células obtenidas mediante el LBA en un estudio en perros normales, fos
macrofagos alveolares indiferenciados son el tipo celular mas abundante (80% o
mas de todas las células nucleadas). En promedio los neutrdfilos componen el 5%
del total de la cuenta. Las proporciones de linfocitos, eosindfilos y células
cebadas son mas variables. Las células epiteliales significan menos del 1% de
células nucleadas recolectadas (7,11,32,38,40). No se dispone de datos de
cuenta diferencial celular en el LBA de las ratas, aunque en monos y humanos los

valores en Ja cuenta diferencial son similares a los de los perros (4,19,20,38).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de 6rganos obtenidos de cadaveres sin manejo clinico de donador
ha cobrado interés recientemente. Experimentaimente se ha demostrado que el
puimén es un 6rgano que puede ser trasplantado exitosamente después de haber
sido obtenido de sujetos con paro respiratorio. Actualmente no existe un método lo
suficientemente rapido y practico para determinar las condiciones de viabilidad del
pulmon, io que se agrava porque ésta disminuye paulatinamente conforme pasa el
tiempo. Se requiere por lo tanto de un método que cumpla con este objetivo, el
lavado bronquioclo-alveolar podria ser un indicador indirecto del estado en que se

encuentra el pulmon y si es apto para trasplante o no, en una situacién clinica.



JUSTIFICACION

Ante la necesidad de disponer de érganos para trasplante en pacientes con
enfermedad pulmonar terminal y la problematica de disponer de organos cadavéricos
en buen estado funcional, es necesario contar con métodos diagndsticos de
viabilidad pulmonar que puedan realizarse en tiempo breve. Actualmente no existe
una prueba que pueda cumplir con este objetivo.

A pesar de la vasta informacion en relacidén a la celularidad (cuenta celuiar
total y viabilidad) encontrada en el lavado bronquiolo-alveolar en condiciones
normales y patoldgicas del pulmédn, no existen estudios que describan dicha
celularidad en el cadaver. Es importante conocer las condiciones en las que se
encuentran las células recuperadas en el LBA en el sujeto con paro
cardiocirculatorio, y buscar si existe relacion con la viabilidad del parénquima,

determinada con el método de tincidn por exclusion con azul de tripano.



OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar si existe correlacion entre los pardmetros de celularidad del
LBA, con la viabilidad de! parénquima pulmonar determinada con el método de

azul de tripano en pulmones de ratas a diferentes tiempos post mortem.
Objetivos Particufares:

1. Describir la cantidad de células recuperadas en el LBA de ratas Sprague-
Dawley a diferentes tiempos post mortem.

2. Describir los cambios en el porcentaje de viabilidad de! lavado bronquioto-
alveolar de ratas Sprague-Dawley a diferentes tiempos post mortem.

3. Describir los cambios en el porcentaje de viabilidad del parénquima pulmonar

de ratas Sprague-Dawley a diferentes tiempos post mortem.
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HIPOTESIS

El decremento paulatino post mortem de la viabilidad del parénquima
pulmonar correlaciona directamente con la viabilidad de las células recuperadas en
el lavado bronquiclo-alveolar.



.MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 30 ratas Sprague-Dawley machos, sanos, adultos de 250 a
300g de peso, mantenidos en condiciones de bioterio y de acuerdo a las normas
internacionales de manejo de los animales para experimentacion. Se formaron 6
grupos de 5 animales: Oh, 1h, 2h, 4h, 8h, y 12h, que fueron estudiados a las
0,1,2,4,8 y 12 horas post mortem respectivamente.

Los animales fueron tranquitizados con Droperidol (1.5 mg/kg M), y
anestesiados con ketamina (20 mg/kg IM), posteriormente fueron heparinizados
por la vena dorsal del pene (200 Ul DT V) y sacrificados con sobredosis de
anestesia (tiopental sédico 25 mg) por la misma via. Los pulmones de cada rata
fueron expuestos por medio de costotomia bilateral a Ias Oh,1h, 2h, 4h, 8h y 12h
(segin su grupo correspondiente). En el pulmén derecho se realizd LBA para
medir viabilidad y cuenta total de las células recuperadas; el pulmdn izquierdo fue
perfundido con solucién de azul de tripano (500 pM) y fijado, también por
perfusién, con formol al 1YO% amortiguado en solucion de fosfatos.

Metodologia para LBA:
Se realiz6 exposicion de la traquea por apertura del cuello sobre linea

media. Se incidi6 parcialmente en forma transversal y se introdujo una canula
calibre 14, la cual se fijd por medio de una ligadura con seda calibre 00.
Posteriormente se realizd costotomia bilateral para exponer el blogue
cardiopulmonar con el objeto de evitar lesionar las estructuras anatémicas. Se

localiz6 el bronquio izquierdo, en el que se colocd una pinza microvascular para
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evitar el paso de liquido de lavado (18,33). Se introdujeron con una jeringa
hipodérmica a muy baja presion, 8 mL de solucion de NaCl al 0.9% (19,23,24,35)
dividido en 4 alicuotas de 2.0 mL cada una, 10 segundos después de aplicada la
solucién se recuperd el liquido de lavado por medio de una bomba de aspiracion,
. con presion negativa de 5 cmHg ( General Electric, modelo 2H47EAX, Serie EH,
Hecho en México) (28,29). Ef sistema de recuperacion de lavado consta de un

tubo flexible con una trampa intermedia (matraz de 250mL), sumergida en hielo

“Frappé” para mantener la muestra, a una temperatura de 4°C (40).

Posteriormente se midi6 la cantidad de lavado recuperado con una jeringa
de 10 mL, el liquido de lavado fue filtrado en un embudo con cuatro capas de gasa
quirurgica para quitar el moco (4,19,20,28) y colocado en un tubo de ensayo de
plastico para evitar la adherencia de las células al vidrio. La muestra fue
centrifugada (centrifuga de gabinete modelo Optima (I, marca BHG) durante 5
min, a 1500 rpm, posteriormente fue decantada con una pipeta Pasteur (33).

El botén celular fue resuspendido en 0.5 mL de PBS y agitado para dispersar
nuevamente las células (4). Se tomaron 50 pyL de la muestra y se colocaron en
otro tubo de plastico (3), a éste se le agregaron 50 pL de solucién de azul de
tripano (32). Posteriormente se tomaron 10 pL y se depositaron en un
hemocitémetro ( camara de Neubauer) para realizar la cuenta total de células y
evaluar al mismo tiempo su porcentaje de viabilidad de la siguiente forma

(3,7,15,19,33,):



Cuenta total celular { CTCEL) = Se expresa como el nimero de células por mL de
LBA.

Férmula:

Numero de células contadas x Dilucion x 10 x 1000
numero de cuadrantes.

X2

mb centrifugados

Dilucion = 2 ( factor de dilucion de la tincion)

10 = Volumen detl hemocitémetro (Profundidad 0.1 mm).

1000 = Conversion de microlitros a mililitros.

2 = Factor de dilucion de la resuspension.

Porcentaje de Viabilidad = No de células vivas x 100/Cuenta total celular

Metodologia para Perfusion de Azul de Tripano.

Se disecd el blogque cardiopulmonar de sus inserciones ligamentosas y fue
colocado sobre una gasa humedecida con NaCl al 0.9% dentro de una caja de
Petri. El eséfago fue desprendido para dejar libres las estructuras respiratorias, se
retird la pinza previamente colocada en el bronguio principal izquierdo, y la misma
fue utilizada para ocluir el hilio pulmonar derecho. Se introdujo un catéter calibre
18 en ia arteria puimonar y se seccioné la orejuela izquierda; a través de éste
catéter se perfundieron 150 mL de solucion de azul de tripano (500 uM en una
solucién amortiguada de Krebs-Henseleit pH 7.4) a una altura de 25 cm.
Posteriormente se perfundieron 100 mL de sclucion de formol al 10% amortiguado
en PBS por la misma via. Se tomd una muestra de tejido pulmonar de 3 mm de
espesor, y se colocd en un recipiente con formol al 10% amortiguado. E! tejido se

proceso con la técnica convencional de inclusion en parafina, y se realizaron



cortes histologicos de 5 pm de espesor para tefiirlos con eosina (6.40). La
cuantificacion celular fue realizada por dos microscopistas distintos. Cada
microscopista fue cegado al grupo en cuestion para cada una de las laminillas; se
observaron cuatro campos diferentes en las secciones histologicas con el empleo
de un microscopio de luz (100x), se identificaron y contaron 25 ntcleos celulares
parenquimatosos en cada uno de los campos y se registré el color de cada niicleo.
Los nicleos celulares identificados fueron de color rosa (células viables) y de
color azul {células no viables) (6,14). En total fueron contados 200 nucleos (10()
por cada microscopista), a partir de los cuales se calculd el porcentaje de

viabilidad celular en el parénguima (6).



CRITERIOS

Criterios de inclusion: Ratas Sprague Dawley, aduitas, machos, de 250 a
300 g, sanas.

Criterios de no inclusion: Animales enfermos; animales fuera del rango de
© peso. |

Criterios de exclusion: Animales que sufrieron contaminacion bronquial
durante el procedimiento; pulmones con dafio en el parénquima durante el

procedimiento.

Variables:
INDEPENDIENTE: Tiempo post mortem.
DEPENDIENTES:
Mililitros recuperados en ef lavado bronquiolo-aiveolar.
Cuenta total de células en lavads bronquiolo-alveolar.
Porcentaje de viabilidad celular en lavado bronquiolo-alveolar.
Porcentaje de viabilidad del parénquima pulmonar.
Relacién entre el parcentaje de viabilidad del lavado bronquiolo-alveolar y

el porcentaje de viabilidad en el paréngquima puimonar.



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd Analisis de Varianza (ANDEVA)* entre todos los grupos para
cada variable; cuando no existid normalidad en la distribucion de los datos, se
aplicé el Analisis de Varianza de quskal-Wallis**.

Se realizd comparacion multiple pareada de Student Newman-Keuls* para
determinar las diferencias entre ios grupos; en las variables sin normalidad, esta
comparacién se hizo con la prueba de rangos de U de Mann-Whitney™*.

Se calculd el coeficiente de determinacion *** entre las variables porcentaje
de viabilidad del parénquima pulmonar y porcentaje de viabilidad celular en lavado
bronquiolo-alveolar .

En todas las pruebas se determiné significancia estadistica con p<0.05.

Cuando las cifras se expresaron en decimales, se redondearon a dos cifras

significativas.

El andlisis estadistico fue realizado en los programas para computadora: -
*Sigmastat, Statistical software, version 1.0 Copiright 1992-1994, Jandet Corporation.
**SPSS para Windows, Release 6.1 (24 de junio de 1994).

***Microsoft Excel para Windows, versién 7.0 Copyrigt 1985-1995.



RESULTADOS

Los resultados se exvpresan en media aritmética + error estandar de la media.

El peso promedio de los animales fue de 266 + 6.50 g.

La cantidad de mL recuperados en el lavado bronquiolo-alveolar fue de 6.7 +
0.38 mL para el grupo C (Control de O horas).

La cantidad de mL recuperados para los grupos 1h, 2h, 4h, 8hy 12h (1, 2, 4,
8, y 12 horas post mortem) fue de 6,88t0.23, 6.260.58, 6.16+0.52, 52+0.38, y
5.610.81; respectivamente. No se encontré diferencia significativa por ANOVA de
Kruskal Wallis . Se encontraron diferencias significativas con U de Mann Wittney
entre el grupo C y el grupo 8 horas, y entre los grupos 1h y 8h (p<0.05) (Gréfica 1).

La cuenta total de células en LBA en el grupo C fue de 0.505 X 10° + 0.06 x
10° células/mL.

La cuenta total de LBA para los grupos 1h,2h,4h,8h y12h fue 0.55 X 10°+0.14 ’
X 10%,0.44 X 10° £+ 0.13 X 10%, 0.72 X 10° £ 0.27 X 10°, 1.81 X 10°+ 0.57 X 10° y
243 X 10° £ 056 X 10° células/mL respectivamente; se encontrd diferencia
- significativa entre los grupos por ANDEVA de Kruskal Wallis (p<0.01 ).' Se
encontraron diferencias significativas con U de Mann Wittney entre el grupo C y los
grupos 8h y 12h (p<d.01). Se encontraron diferencias significativas entre los grupos
th y los grupos 8h (p<0.01)‘ y 12h (p<0.05); entre el grupo 2h y los grupos 8h

(p<0.01) y 12h (p<0.05); y entre los grupos 4h y 12h (p<0.05) (Grafica 2).



E! porcentaje de viabilidad en el LBA para el grupo C fue 94.62 + 1.69%.

A partir de las 8 horas post mortem, el porcéntaje de viabilidad en el LBA
disminuyé drasticamente; para los grupos 1h,2h,4h.8n y 12h fue 80.96 + 3.75, 85.28
+1.92 7176 £550, 19.10 £ 4.82, y 27.54 + 2.97 %, respectivamente. Se encontrd
diferencia significativa entre los grupos por ANDEVA (p<0.001). Se encontraron
diferencias significativas con la prueba de t- Student Newman-Keuls entre el grupo
Cy los grupos 1h, 4h, 8h y 12h (p<0.05). Se encontraron diferencias significativas
entre el grupo thy los grupos 8h y 12h (p<0.05); entre el grupo 2h y tos grupos: 4h,
8hy 12h (p<0.05) y entre el grupo 4hy los grupos 8h y 12h (p<0.05) (Grafica 3).

El porcentaje de viabilidad del parénguima pulmonar en el grupo C fue de
98.2 + 0.88%.

El porcentaje de viabilidad del parénquima observd una tende.ncia a disminuir
paulatinamente en el tiempo. Para los grupos 1h,2h,4h,8h y 12h fue 91.7 .t 1.86,
78.4 £ 535 837 +448,522 + 1274 y 21.2 + 6.81% respectivamente. Se encontrd
diferencia significativa por ANDEVA (p<0.001). Se encontraron diferencias
significativas con la prueba de Student Newman-Keuls entre el grupo C y los grupos
8h y 12h (P<0.05); entre el grupo 1h y los grupos 8h y 12h (p<0.05); enire et grupo
2hy los grupos 8h y 12h (p<0.05); entre el grupo 4h y los grupos 8h y 12h (p<0.05),
y enire el grupo 8hy el grupo 12h (p<0.05) (Grafica 4).

El coeficiente de determinacion entre las variables Porcentaje de Viabilidad
del Parénquima y Porcentaje de Viabilidad en el LBA fue de = 0.5_63 (p<0.001), el

‘cual indica un grado de asociacidn importante entre las dos variabies (Grafica 5).



! GRAFICA 1

CANTIDAD RECUPERADA EN EL LAVADO
BRONQUIOLO-ALVEOLAR
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Las barras muestran la cantidad del liquido recuperado en mL en el LBA en los
grupos de 0 a 12 horas post mortern. A pesar de las variaciones en las horas 8y 12,
no se encontro significancia por ANDEVA.
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GRAFICA 2

CUENTA TOTAL DE CELULAS EN LAVADO BRONQUIOLO-
ALVEOLAR
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Se muestra la cuenta total de células recuperadas en el LBA, en los grupos de 0 a12
horas post mortem. Se encontrd diferencia por ANDEVA p> 0.001. Se encontraron
diferencias entre tos grupos C,1h,2h y 4h contra los grupos 8hy 12 h p< 0.05.



GRAFICA 3

PORCENTAJE DE VIABILIDAD CELULAR EN EL LAVADO
BRONQUIOLO-ALVEOLAR
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Se muestra el porcentaje de células vivas en el LBA en los grupos 0 a 12 horas.Se
encontré diferencia significativa entre grupos por ANDEVA {p<0.001). Se encontré
diferencia significativa entre el grupo C contra 1h,4h,8h y12h p<0.05, entre el grupo
1h contra los grupos 8h y 12h p<0.05, entre el grupo 2h y los grupos 4h,8h
y12hp<0.05 y entre el grupo 4h y los grupos 8h y 12h p<0.05. Se observa que a
partir de las 4 horas el pocentaje de viabilidad disminuyo de manera considerable.



GRAFICA 4

PORCENTAJE DE VIABILIDAD DEL PARENQUIMA

PULMONAR
100 - 1
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Se muestra el porcentaje de células vivas en el parénquima pulmonar con ia
tincion de azul de tripano en los grupos de C a 12 horas. Se encontrd diferencia
significativa entre grupos por ANDEVA (p<0.001). Se encontraron diferencias
significativas entre los grupos C contra 8h y12h, entre el grupo th contra los
grupos 8h y 12h, entre el grupo 2h y las grupos 8h y12h, entre el grupo 4h y los
grupos 8h y 12h, y entre el grupo 8h'y 12h p<0.05.
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GRAFICA 5
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Se muestra el grado de asociacion que existe entre las variables porcentaje de
viabilidad en LBA y porcentaje de viabilidad en parénquima pulmonar, r’ = 0.563.
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DISCUSION

El uso cada vez mas frecuente del LBA en la practica experimental y clinica '
hace necesaria la utilizacion de metodologias uniformes que permitan hacer
comparaciones de los parametros de estudio. Dada la muy escasa informacion en
ratas, la metodologia del presente trabajo se apoya fundamentalmente en la
experiencia de Vanda y cols.(40) en perros, con las modificaciones particulares de
la especie disefiadas en el laboratorio de Investigacion Quirdrgica del CIBO. Se
utilizd un voiumen de lavado que permitiera la distribucion del fluido en ia totalidad
de las areas del 6rgano con la precaucion de no dafar las estructuras alveolares.
Es probable que a esto se deba el hecho de haber recuperado una cantidad
uniforme de liquido en el LBA durante todas ias horas del experimento, badema’s de
que ef tiempo post mortem no parece influir sobre dicha cantidad. En animales
vivos, varios autores mencionan cierta uniformidad en la cantidades de liquido
recuperado, en general més del 80% del volumen administrado
(3,4,14,18,20,29,31,40).

Resulta relevante que durante las primeras cuatro horas post mortem la
cuenta fotal de céfulas recuperadas se mantiene sin cambios importantes,
mientras que a partir de las 8 horas el aumento celular abservado en el LBA
podria tener un origen en los cambios de la integridad del pulmén y de las vias
aéreas, que aumenten la descamacion celular. Las cuentas celulares del presente

estudio no concuerdan con las descritas en un trabajo paralelo en ratas sin
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ventilacién mecanica (5) en el que aperecen aumentos considerables con relacion
al grupo de 0 horas, a las horas 2 y 12; en dicho trabajo se utilizo una metodologia
de recuperacién del liquido del LBA en la que no se controld la presion de
extraccion, esta diferencia con respecto al presente estudio es una probable
causa de la discrepancia en los resultados. No es posible formular hipotesis sobre
o que realmente sucede al érgano porque no se determind el ti;ao celular
encontrado en los lavados, y seria interesante realizar a futuro cuentas celulares
diferenciales en el LBA, en grupos de ratas bajo las mismas condiciones.
Asimismo, debido a las caracteristicas particulares de cada especie (capacidad
alveolar principalmente), las cuentas celulares totales varian, pero, también cabe
hacer notar que las diferencias en la metodolocja erﬁpleada, como los son:
solucién de lavado utilizada, presion de extraccion y equipo de medicién, entre
otros, asi como la manera de reportar los resultados (células/ml o cantidad total
recuperada) hace dificiles los patrones de interpretacion de los resultados (
3,7,11,14,20,31,38)

La viabilidad mostrada en ei LBA se mantiene por arriba del 80% hasta las
dos horas post mortem, al igual que ocurre en los lavados realizados en diferentes
especies animales in vivo (7,8,11,19,33,40). En contraste con el trabajo de Cerda,
en el que encontré alta viabilidad en las horas 8 y 12, en el presente estudio se
observa disminucién en la viabilidad a partir de la hora 4, con un descenso muy
marcado en las horas 8 y 12. El hecho de encontrar viabilidad alta durante las
primeras dos horas, es un indicativo de condiciones todavia adecuadas en el

organo.
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Como era de esperarse, en el parénquima pulmonar se presenta
disminucion de la viabilidad a medida que transcurre el tiempo post mortem,
particularmente después de la hora 4, estos resultados se aproximan a los
obtenidos por D'Armini en cadaveres dé ratas no ventiladas (6). En un trabajo \
paralelo al presente (5), se obtuvieron datos muy superiores de viabilidad en
cadaveres que no fueron sometidos a ventilacion con O, el autor atribuye estos
altos valores a la disminucién de los constituyentes sanguineos de {a red capilar
alveolar en su modelo, causada por la exanguinacidn casi total antes de la muerte
del sujeto.

La obtencién de pulmones adecuados para trasplante recuperados a partir
de cadaveres con paro cardiovascular, es una posibilidad para aumentar la
cantidad de donadores potenciales. Previamente se ha estudiado la funcidn
ventilatoria de pulmones de cadaveres de perros a diferentes tiempos post
mortem, tanto en un modelo de 6rgano aislado, como de trasplante pulmonar, y se
ha sugerido que el drgano estd en buenas condiciones para ser trasplantado,
cuando ée obtiene una hora después de la muerte y ha sido mantenido bajo
ventilacién meca’nica con FIO; de 0.4 (8,15). Los resuitados obtenidos en el
presente trabajo refuerzan la idea anterior, en la medida que en el modelo de
pulmones de ratas se observa alta viabilidad tanto en el LBA como en el
parénquirha pulmonar, al menos durante las primeras cuatro horas post mortem,
aungue esto no garantiza necesariamente una buena funcién de intercambio de

gases durante todo ese tiempo.



En la busqueda de métodos gue determinen de manera eficiente el estado
de viabilidad del tejido pulmonar, la correlacién encontrada entre dicha variable y
la viabilidad de las células del LBA en el presente estudio (r2=OA56), propbrciona

un acercamiento importante que puede sugerirse en la practica clinica.

Realizar LBA en pulmones para trasplante puede dar informacidn relevante

del estado del drgano a partir del estado de las células recuperadas.
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CONCLUSIONES

1.- Los resultados en los valores de viabilidad, tanto en parénquima pulmonar,

como en el LBA, muestran una tendencia a la disminucién en el tiempo.

2.- La cuenta total de células recuperadas en el LBA se mantiene sin cambios
importantes durante las primeras cuatro horas post mortem y posteriormente
aumentan de manera considerable, esto puede ser asimismo, reflejo de la

disminucién en la viabilidad del érgano.

3.- La viabilidad en el LBA es muy alta durante las dos primeras horas post

mortem y decae posteriormente.

4.- La viabilidad en el LBA es un indicador indirecto de la viabilidad en el
parénquima puimonar en sujetos post mortem, el grado de asociacién entre las

variables de viabilidad podria conducir a prondsticos de funcién pulmonar.
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