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RESUMEN

Se ha visto que el tiempo de viabilidad del parénquima pulmonar se prolonga
cuando se mantiene a cadaveres de rata bajo ventilacion mecénica con O; al 100%.
La actividad fagocitica in vitro de los macréfagos alveolares (MA) de pulmones
cadavéricos, podria ser un indicador funcional del érgano. Los objetivos de este
trabajo fueron: valorar la actividad fagocitica in vitro de los MA obtenidos de
cadaveres de ratas a diferentes tiempos post mortem; el efecto de la ventilacion con
O, al 100% sobre dicha actividad; y determinar si existe correlacion entre la
actividad de los MA y la viabilidad del parénquima. Se utilizaron tres grupos de ratas
Sprague-Dawley: Ventilado (V) con O, al 100%; No Ventilado (NV), y Control (C) de
cero horas. Los grupos NV y V fueron estudiados a las 1, 2, 4, 8, y 12 horas post
mortem. En el pulmén derecho se obtuvieron MA mediante lavado bronquiolo-
alveolar, para medir su actividad fagocitica. En el pulmén izquierdo se determiné el
porcentaje de viabilidad del parénquima. El porcentaje de fagocitosis en el grupo C
fue de 21.4%; en el grupo NV, de 24.6%, 14.0%, y 5.6% a las 1, 2, y 4 horas, con
ausencia de actividad posteriormente; en el grupo V, de 14.4%, 10.6%, 10.6%,
17.2%, y 19.6%, a ias 1, 2, 4, 8, y 12 horas respectivamente. El porcentaje de
viabilidad del parénquima en el grupo C fue de 90.95%, mientras que en los grupos
NV y V, el comportamiento a través del tiempo fue simitar (disminucién progresiva
hasta 70% a las 12 horas). Se concluye que la ventilacion con O, al 100% estimula
la actividad de los MA, mientras que no afecta significativamente la viabitidad del

parénquima; no se encontré correlacion entre ambos parametros.



INTRODUCCION

Los pulmones son 6rganos que cumplen varias funciones en el organismo:
son esenciales en la ventilacion, que consiste en el transporte de 0, a la sangre y
por medio de ésta a los tejidos; participan en funciones como el metabolismo de
sustancias biologicamente activas, sintetizan y utilizan agente tensoactivo,
almacenan y vierten a la sangre prostaglandinas, histamina y calicreina, y convierten:
angiotensina tipo | a tipo II; participan en el control de la temperatura corporal, etc.
(11,19,27,33,34)

Durante su funcién ventilatoria, los pulmones entran en contacto con el aire
ambiental en el que se encuentran suspendidos infinidad de microorganismos y
particulas inertes. Aunque el aparato respiratorio cuenta con varias barreras que
filtran este aire como son las vibrisas de las fosas nasales, cilios cubiertos por moco,
etc., las particulas menores de 2um logran llegar hasta los alvéolos, donde se hallan
células encargadas de neutralizarlas como son los neutréfilos y los macréfagos (mas
abundantes). (8,12,17,19,22) Estos ultimos, llamados "células contra el polvo", se
encuentran en el intersticio de los tabiques interalveolares, libres en los espacios
alveolares, y pasando a través de la pared alveolar hacia los espacios alveolares;
actian como componentes importantes de los mecanismos de defensa y forman
parte del sistema reticuloendotelial. Provienen originalmente de fa médula 6sea
donde son ilamadas promonocitos, migran a la corriente sanguinea como monocitos
todavia inmaduros y posteriormente ya maduros, pasan a los érganos recibiendo

diferentes nombres dependiendo donde se encuentren. (11,17,22,35,)



En piel y tejidos son llamados histiocitos o células de Langerhans; en higado,
celulas de Kupffer; Ven bazo, macréfagos de la pulpa roja; en hueso osteclastos; en
encéfalo, microglia; y en pulmén, macréfagos alveolares.(16,17,22,33)

Los macréfagos alveolares, por lo general, son células de forma irregular con
prolongaciones que suelen ser cortas y romas, en ocasiones pueden presentar
prolongaciones largas, delgadas, y ramificaciones. Cuando son estimulados, son
capaces de realizar movimientos ameboides y en esta fase presentan un contornc
muy irregular con pseudépodos que se extienden en diferentes direcciones, teniendo
la particularidad de adherirse al vidrio. {11,12,22,31,35)

Son cévlulas extremadamente activas, intervienen en la inflamacioén y la fiebre,
participan en la destruccion bacteriana y tumoral y en la cicatrizacion tisular.
También contribuyen en las reacciones imnunoldgicas del organismo, ingieren y
procesan antigenos y transmiten la informacién especifica a las células vecinas
inmunoldgicamente competentes (linfocitos y células plasmaticas), poseen
receptores que se unen con los anticuerpos y luego, son capaces de buscar y
destruir los antigenos contra los cuales son especificos, ademas, secretan un gran
nimero de sustancias como citocinas: Interleucina-1 alfa y beta, Factor de
Crecimiento de Fibroblastos, Interferén alfa y gamma, lisozima beta glucuronidasa;
enzimas: Factor Activador de Plaquetas, Enzima Convertidora de Angiotensina,
elastasa, serina, metaloenzima, colagenasa, cisteina proteinasa; lipidos
biolégicamente activos: leucotrienos B, C, y D4, tromboxano A,, prostaglandinas Es,
D,, 6-ceto-PGF-1 alfa y F. alfa; proteinas: antiproteasas como el Inhibidor

proteinasa-alfa,, y alfa, macroglobulina. (1,11,14,27,33,35)
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El término macréfago se ‘originé de la observaciéﬁ de que estas células
engloban material extrafio, proceso denominado fagocitosis, la cual consta de:

1. Quimiotaxis: Las céiulas emigran hacia la particula atraida por" factores
quimiotacticos.

2- Adherencia: Las células se adhieren a la particula opsonizada.

3 Ingestion: La célula ingiere la particula englobandola dentro del citoplasma.

4. Digestion: La particula es digerida por las enzimas lisosdmicas en el interior de un
fagolisosoma. (22,27,35)

La fagocitosis elimina también desechos celulares en los tejidos lesionados o
enfermos, los macréfagos tienen la capacidad de fusionarse entre ellos para formar
finalmente células gigantes y fagocitar particulas muy grandes. Los macréfagos
alveolares son los unicos que pueden sobrevivir en condiciones aerdbicas y su
medio parece influenciar el comportamiento de estos fagocitos.(9,19,22)

Existen pruebas de laboratorio por medio de las cuales es posible medir la
actividad fagocitica y sobrevida de los macrofagos alveolares como son: tincién con

naranja de acridina (con fagocitosis de E. colj); sobrevida de bacterias; y prueba de

adhesién al vidrio (con fagocitosis de levaduras de C. albicans opsonizadas).

(6,10,13,14,21,24,28)

Lavado bronquiolo-alveolar (LBA):
Una forma que se emplea en la clinica para determinar algunas disfunciones
pulmonares, es el lavado bonquiolo-alveolar, (LBA) el cual consiste en infundir algan

tipo de solucidn fisiolégica directamente en un bronquio y extraeria con el contenido



celular del l6bulo o segmento pulmonar en cuestién.(21,29,31) La cuenta celular
total, la viabilidad celular, ia cuenta pelular diferencial, la morfologia celular,
contenido de algunas sustancias, y la presencia de micoorganismos, son algunas de
las variables que pueden ser objeto de estudio en el LBA. (3,17,23,31,36)

De las células obtenidas en el LBA de animales normales, los macréfagos
alveolares (MA) son el tipo celular mas abundante con alrededor de 90%. Las otras
células encontradas en el LBA son neutréfilos, linfocitos, eosindfilos, basofilos y
células cebadas cuyos porcentajes varian ligeramente segun la especie de que se

trate. (3,18,30,33,36)

Viabilidad:

En los examenes citologicos, como sucede con el LBA, la morfologia o el
funcionamiento de ciertas células pueden reflejar la viabilidad de un érgano.
(2,3,8,9,32) La viabilidad se puede definir como la capacidad de un sistema vivo
para mantenerse por si mismo, reflejada por la interaccion adecuada con su medio
ambiente. (2,4,5,15,30) Una prueba completa de viabilidad de un érgano debe
reflejar la viabilidad celular, la integridad vascular y la pontecialidad de una funcién
nomal in vivo, aunque valorar en la practica estas condiciones no es siempre
posible. (5,15)

En la clinica los pulmones que pueden ser utilizados para transplante,
generalmente son preservados en hipotermia a 4°C, previamente perfundidos a
través de la arteria pulmonar con soluciones preservadoras que contienen distintos

metabolitos. (3,5.15,26,30) Segun las condiciones en las que se preserve, el tejido



puimonar puede tener una viabilidad de 4 a 6 horas. (5) El método generalmente
empleado para determinar viabilidad del pulmén consiste en la evaluacion de la
funcion del organo (el cual ha sido sometido a los diversos rﬁétodos de
preservacion) posteriormente al transplate experimental. (4,14)

No existe un método lo suficientemente preciso y practico para determinar fa
viabilidad pulmonar; quiza el que refieje mayor precision es el que consiste en el
conteo de céluas parenquimatosas por tincién 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), donde se puede observar microscdpicamente que los nucleos
de las células muertas se tifien de color azul, mientras que las células vivas no se
modifican. (2,5,7,9)

En estudios en ratas, se observd que los pulmones mantenidos in situ y bajo
ventilacion con oxigeno al 100% hasta 12 horas después de la muerte, logran
conservar cerca del 74% de células parenquimatosas viables, determinado por el
método previamente mencionado, lo cual habla de una viabilidad alta después de la
muerte. En el mismo estudio, se pudo determinar que las células parenquimatosas
pulmonares, a diferencia de lo que ocurre en otros tejidos, tienen la capacidad de
ser viables algun tiempo después de que el sujeto muere y esto se atribuye a que el
oxigeno que consume no requiere ser de origen sanguineo y puede ser tomado
directamente del alvéolo. (5) Esto hace suponer que las células que permanecen en
la luz alveolar, como lo son los macréfagos, podrian asimismo conservar Su
integridad funcional en la misma medida que las células parenquimatosas, e inciuso,

el hecho de ventilar los puimones cadavéricos podria preservar dichas células por



mas tiempo que en los pulmones que no son ventilados.

El observar la actividad fagocitica in vitro de los macréfagos alveolares
obtenidos por LBA en ratas a diferentes tiempos post mortem, podria conducir a
establecer alguna correlacion con el estado de viabilidad de las células

parenquimatosas.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha visto que el tiempo de viabilidad pulmonar se ve prolongado si al
cadaver se le mantiene con ventifacion mecanica con oxigeno al 100%.

Es probable que las células presentes en la luz alveolar mantengan el mismo
grado de viabilidad que las células parenquimatosas, y esto podria suceder del
mismo modo después de la muerte del sujeto. El estudio de la capacidad fagocitica
in vitro de los macrofagos alveolares, obtenidos de pulmones cadavéricos a
diferentes tiempos, podria ser un indicador de su capacidad funcional, y que pudiera
corresponder de manera directa con la viabilidad del pulmén. Asimismo, la
ventilacion de los cadaveres con O, al 100% podria prolongar la capacidad

fagocitica de los macréfagos alveolares.



JUSTIFICACION

El conocimiento de la viabilidad de los 6rganos cobra interés sobre todo en lo
que se refiere al manejo de los érganos para trasplante. Es necesario mantener los
tejidos en estado funcional durante el mayor tiempo posible y para esto se han
ideado diversos métodos de preservacion.

Aunque dichos métodos son cada vez mas eficientes, existe un problema
mayor que se refiere a la poca disponibilidad de donadores para trasplante. Dentro
de las alternativas propuestas, el uso de 6rganos obtenidos del cadaveres sin
manejo clinico de donador ha cobrado interés recientemente.

Experimentélmente se ha demostrado que e} pulmén es uno de los 6rganos
gue puede ser obtenido de cadaveres sin manejo clinico y que puede ser
trasplantado exitosamente.

La duda principal en los érganos que puedeﬁ ser utilizados para frasplante,
es su capacidad funcional para garantizar su eficiencia una vez que es trasplantado.
La medicién de viabilidad con algunos métodos (como la tincién de exclusion con
azul de tripano) ha permitido establecer algunos parametros para calcular el tiempo
en el que un drgano puede ser todavia apto para trasplante. Medir la capacidad
fagocitica de los macréfagos alveolares obtenidos de cadaveres a diferentes tiempos
post mortem, podria indicar de manera indirecta el estado de viabilidad del

parénquima pulmonar.



HIPOTESIS

1. La actividad fagocitica in vitro de los macréfagos alveolares obtenidos de
cadéveres de ratas Sprague-Dawley, disminuye en forma directa al tiempo post

mortem, pero en menor grado en los cadaveres ventilados con oxigeno al 100%.

2. La ventilacidn con oxigeno al 100% en cadaveres de ratas Sprague-Dawley
retarda la muerte celular del parénquima pulmonar, en relacién a los pulmones de

los cadaveres no ventilados.

3. Existe correlacion positiva entre la actividad fagocitica de los macréfagos
alveolares in vitro, y la viabilidad del parénquima pulmonar, en pulmones de
cadaveres de ratas Sprague-Dawley ventilados con oxigeno al 100%, y no

ventilados.
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OBJETIVOS

1. Valorar la actividad fagocitica in vitro de los macréfagos alveolares
obtenidos de cadaveres de ratas Sprague-Dawley a diferentes tiempos post mortem,
y determinar si la ventilacién con oxigeno al 100% prolonga el tiempo de dicha

actividad.

2. Determinar la viabilidad de! parénquima pulmonar de cadaveres de ratas
Sprague-Dawley, ventilados con oxigeno al 100%, y no ventilados, a diferentes

tiempo post mortem.

3. Establecer si existe correlaciéon entre los parametros de la actividad
fagocitica in vitro de los macrofagos alveolares y la viabilidad del parénquima

pulmonar, en pulmones de cadaveres de ratas Sprague-Dawley.



MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 55 ratas Sprague-Dawley, machos sanos adultos de 250-350g
de peso, mantenidos en condiciones de bioterio y de acuerdo a las normas
internacionales de manejo de los animales para experimentacion. Se formaron 3
grupos:

Grupo V (Ventilado), n=25, animales que fueron tranquilizados con droperidol
(1.5 mg/kg IM), anestesiados con ketamina (20 mg/kg) y tiopental sddico (30 mg/kg
IP), y anticoagulados con heparina (400 Ul DT V). Se realizd costotomia bilateral
para obtener sangre por puncion directa del corazén (aprox. 5SmL) y utilizar e} suero
en la prueba de capacidad fagocitica de los macrofagos alveolares. Posteriormente
se sacrificaron los animales con una dosis letal de 1mL de cloruro de potasio de
7.5% (2mEq) por via intracardiaca. Se intubaron orotraquealmente con un catéter
calibre 16 para mantenerse ventilados por medio de un ventilador ciclo-volumen
para roedores (Harvard Apparatus Limited), con volumen corriente de 10 mL/kg, FiO,
de 100% y frecuencia ventilatoria de 36/min. Se mantuvieron ventilados ambos
pulmones durante 1, 2, 4, 8, y 12 horas ( 5 animales por periodo). Al término del
periodo correspondiente se perfundié el pulmén izquierdo via arteria pulmonar con
solucién de azul de tripano y formol al 10% amortiguado en solucién de fosfatos
(PBS) para el conteo de células vivas y muertas en cortes histolégicos. En el pulmén
derecho se hizo LBA para medir viabilidad celular, cuenta total y obtencién de

macréfagos pulmonares para actividad fagocitica in vitro con Candida albicans.



Grupo NV (No ventilado), n=25, animales con el mismo manejo del grupo 1,
pero sin ser sometidos a ventilacion mecénica. Se hicieron las mismas mediciones
que en los animales del grupo ventilado, a las 1,2,4,8,y 12 h.

Grupo C (Control) n=5, animales con el mismo manejo que los grupos
anteriores, pero en los cuales se realizd el lavado bronguiolo-alveolar y la obtencién

de los puimones inmediatamente después de la muerte (hora cero).

Metodologia para el LBA:

Se colocd una pinza microvascular en el bronquio izquierdo para evitar que el
tiquido de favado penetrara en el pulmon. Se colocé una cénula calibre 14 en la
traquea para introducir a través del bronguio derecho 8mL de solucién Hanks (33) en
condiciones estériles, dividido en 4 alicuotas de 2mL cada una. Inmediatamente se
succion6 el liguido por la misma via mediante una jeringa de 10mL (21), las
muestras recuperadas fueron filtradas con un embudo con cuatro capas de gasa
quirdrgica para quitar el moco. La alicuota fue medida y colocada en un tubo de
ensaye de plastico. Dicha muestra fue centrifugada (centrifuga de gabinete modelo
Optima ll, marca BHG) durante 5 min, a 1500 rpm, posteriormente fue decantada con
una pipeta Pasteur dejando aproximadamente 1mL de la misma suspension, el botén
celular obtenido fue agitado para dispersar las células. Se tomaron 50uL de la
muestra que se colocaron en un tubo de microcentrifuga, a éste se le aﬁadier§n
50uL de solucion de azul de tripano. Posteriormente se tomaron 10 ulL de esta
mezcla y se colocaron en una camara de Neubauer para realizar el conteo total de

células y evaluar al mismo tiempo su porcentaje de viabilidad baséndose en la
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proporcion de células vivas/muertas. (3,6,7,14,21,36)

Perfusién pulmonar con azul de tripano:

'Se desprendié el bloque de pulmones y corazén de sus inserciones
ligamentosas, y se colocd en una caja de Petri con solucién salina al 0.9% para
evitar su deshidratacion, se pinz6 el hilio pulmonar derecho con una pinza
microvascular, y se retird la pinza del bronquio principal izquierdo. Se colocé un
catéter calibre 18 en la arteria pulmonar y se secciond la orejuela cardiaca izquierda.
A través del catéter colocado en la arteria pulmonar se perfundieron 150mL de
solucién de azul de tripano a una altura de 25cm, y posteriormente 100mL de
solucién de formol al 10% amortiguado en PBS como fijador. Se tomé una muestra
de tejido pulmonar de 3mm de espesor, en corte transversal. Se procesd el tejido
con la técnica convencional de inclusion en parafina, se realizaron cortes

histolégicos de 5 um para tefiirlos con eosina y se observaron en microscopio de luz.

©)

Actividad fagocitica con Candida albicans:

De la suspension obtenida de la centrifugacion del LBA, se tomaron 200uL
con una micropipeta y se colocaron sobre un cubreobjetos de 5x5 mm. El
cubreobjetos con la muestra fue colocado en una camara himeda, y se incub6 a
37°C en estufa bacteriolégica (con termostato remodable, marca Kinet, México)
durante 30 minutos para que los macréfagos se adhirieran al vidrio; se sacd de la
estufa y se lavd con solucién de Hanks a 37°C a goteo con piseta. Sin permitir que

se secara el cubreobjetos, se le anadié 100uL de sdspensic’:n de un cultivo de
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levaduras de C. albicans a concentracion de 1x 10° levaduras / mL, al mismo tiempo
se afiadieron 100uL de suero sanguineo autélogo.

Esta preparacion se incubd en la estufa bacterioldgica a 37°C por 30 min para
que se pudiera llevar a cabo la ingestién de las levaduras por los mécrofagos.
Posteriormente se sacd de la estufa y se repiti6 el lavado con solucién Hanks a 37°C
como se hizo previamente. Se procedié a colocar nuevamente 100ul de suero
autdlogo para favorecer el proceso de digeston, incubando la preparacion durante
30 minutos en la estufa bacteriologica a 37°C. Se realizd un tercer lavado con
solucién Hanks. Se dejo secar la preparacién y se procedié a su tincién con solucién
de Wright. Se colocé la preparacion en un portaobjetos y se monté con resina.

Bajo el microscopio de luz, con el objetivo- 40X40, se contaron 300 células y
los resultados se reportaron como: a) Porcentaje de Fagocitosis (macréfagos
activos). b) Indice Fagocitico {macrofagos que fagocitaron). c) Indice digestivo

(macrofagos con vacuola). (24)

Criterios de utilizacién de animales:

Criterios de inclusion: Ratas Sprague-Dawley, adultas, machos, de 250-350 g
de peso, sanas.

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

Criterios de exclusion: Animales que sufrieran contaminaciéon bronquial
durante el procedimiento; pulmones con dafo en el parénquima durante el

procedimiento.



Variables:

Variable independiente: Tiempo post-mortem.

Variables Dependientes:

Cantidad de mL recuperados por LBA.

Cuenta total de células en LBA.

Porcentaje de viabilidad en el LBA.

Porcentaje de viabilidad del parénquima.

Actividad fagocitica de los macréfagos:
- Porcentaje de fagocitosis.
- Indice de fagocitosis.

- Indice digestivo.

Andlisis estadistico*:

Se calculd la media y la desviacidn estandar para cada grupo en cada uno de
los tiempos de estudio.

Se realiz6 analisis de varianza (ANDEVA) dentro de los grupos NV y V,
comparando las medias de sus tiempos estudiados.

Se realizé prueba ¢t de Student entre el grupo C y cada uno de los tiempos de

fos grupos NVy V.

*El analisis estadistico se realizd en el programa Slide Write Plus for Windows, versién 3.00, Advanced

Graphics Software, Inc. USA.
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Se realizé prueba t de Student entre cada uno de los tiempos dentro de los
grupos NVy V.

Se realizé prueba t de Student entre los grupos NV y V, en cada uno de los
tiempos (pareados).

‘Se calculé el coeficiente de determinacion (r°) entre las variables porcentaje
de viabilidad en el LBA y porcentaje de viabilidad del parénquima dentro de los
grupos Vy NV.

En todas las'pruebas estadisticas, se determind significancia estadistica con
p<0.05.
Cuando las cifras se expresaron en decimales, se redondearon a dos cifras

significativas.



17

RESULTADOS

Los resultados se expresan en media aritmética + desviacion estandar.

El peso promedio de los animales fue de 246.76120.64.

La cantidad de mL recuperados por LBA en el grupo C (Control de 0 horas)
fue de 6.0+0.79. (Grafica 1)

La cantidad de mL recuperados por LBA en gl grupo V (Ventilado) fue de
5.54+1.0, 6.3410.68, 6.48+0.65, 3.4+1.14, y 3.4620.51 a las 1,248 y 12 horas
respectivamente; se encontrd diferencia significativa dentro del grupo por ANDEVA
(p=0.000). Se encontraron diferencias significativas entre el grupo C y el tiempo 8h
(p<0.01), y el tiempo 12h (p<0.001). (Grafica 1)

La cantidad de mL recuperados por LBA en el grupo NV (No Ventilado) fue de
5.66+1.24, 5.26+1.22, 5.041.22, 5.841.09, 4.0+1.73 a las 1,248 y 12 horas
respectivamente; no se encontrdé diferencia significativa dentro del grupo por
ANDEVA. No se encontraron diferencias significativas con el grupo C. Se encontrd
diferencia significativa entre los grupos V y NV a las 8h (p<0.01), a partir de este
tiempo la cantidad recuperada disminuyé notablemente en el grupo V. (Grafica 1)

La cuenta total de células en LBA de! grupo C fue de 7.48X10°+1.97X10°.
(Gréfica 2)

La cuenta total en LBA en el grupo V fue de 5.50X10°0.73X10°
5.36X10°+2.35X10°, 5.98X10°+0.59X10°, 4.12X10%+1.77X10°, y 5.88X10°+2.75X10°,
a las 1,2,4,8 y 12h respectivamente; no se encontré diferencia significativa dentro

del grupo por ANDEVA. Se encontraron diferencias significativas entre el grupo C y



18

el tiempo de 8h (p<0.05). (Grafica 2)

La cuenta total de LBA en el grupo NV fue qe 7.96X10%0.75X10°,
14.72X10°41.57X10°, 8.48X10°+1.88X10°, 8.76X10°42.42X10°, y
13.52X10°+3.98X10°, a las 1,2,4,8 y 12 h respectivamente; se encontré diferencia
significativa dentro del grupo por ANDEVA (p=0.000). Se encontraron diferencias
significativas entre el grupo C y el tiempo de 2h con (p<0.001) y el tiempo 12h (p<
0.05). (Grafica 2)

La cuenta total de células recuperadas fue mayor en todas las horas en el
grupo NV, se encontraron diferencias significativas entre los grupos V y NV en cada
uno de los tiempos; en los tiempos 1 y 2h (p<0.001), en el tiempo 4h (p<0.05), y en
los tiempos 8y 12h (p<0.01). (Gréfica 2)

E! porcentaje de viabilidad en el LBA para el grupo C fue de 96.5810.97, dato
que fue el mayor para los tres grupos en todos los tiempos. (Gréfica 3)

Ei porcentaje de viabilidad en el LBA para el grupo V fue de 91.31+3.35,
79.1814.97, 84.7243.55, 63.80412.07, y 67.6x11.59 a las 1,248 y 12 horas
respectivamente; se encontré diferencia significativa estadistica dentro del grupo por
ANDEVA (p=0.000). Se encontraron diferencias signiﬁcativés entre el grupo C vy
todos los tiempos del grupo V; en el tiempo th, p<0.05 y en los tiempos 2, 4, 8,y 12h
p<0.01. (Grafica 3)

El porcentaje de viabilidad en el LBA para el grupo NV fue de 95.612.3,
92.2+2 94, 78.647.23, 91.642.7, y 74.248.84. a las 1,2,4,8 y 12h respectivamente; se
encontré diferencia significativa dentro del grupo por ANDEVA con p=0.000. Se

encontraron diferencias significativas entre el grupo C y el tiempo 2h (p<0.05), el
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tiempo 4h (p<0.01), el tiempo 8h (p<0.05), y el tiempo 12h (p<0.01). No se encontré
diferencia entre el grupo C y el tiempo 1h. (Gréfica 3)

La viabilidad de las células recuperadas en el LBA fue mejor en el grupo NV
en la mayor parte del tiempo, se encontraron diferencias significativas entre los
grupos V y NV, en el tiempo 1h (p<0.05), 2h y 8h ( p<0.01). (Gréfica 3)

El porcentaje de viabilidad del parénquima en el grupo C fue de 90.85112.05.
(Grafica 4)

El porcentaje de viabilidad del parénquima en el grupo V fue de 88.419.43,
91.45:3.07, 85.45+2.95, 78.0+£9.33, y 72.18+1822 a las 1,248 y 12 horas
respectivamente; se encontr6 diferencia significativa por ANDEVA (p=0.003). Se
encontré diferencia significativa entre el grupo de C y el tiempo 12h (p<0.05).
(Grafica 4)

El porcentaje de viabilidad del parénquima en grupo NV fue de 94.4+2.18,
91.1£3.72, 89.65+4.02, 71.15¢4.39, y 69.946.03 a las 1,248 y 12 horas
respectivamente; se encontré diferencia significativa dentro del grupo por ANDEVA
(p=0.000). Se encontraron diferencias significativas con el grupo C a los tiempos 8 y
12h (p<0.05). (Gréfica 4)

Los valores de viabilidad en el parénquima son mas bajos que los
encontrados en la viabilidad del LBA, y fueron decayendo con el tiempo. No se

encontraron diferencias significativas entre los grupos V y NV. (Grafica 4)
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Actividad fagocitica de los macrofagos

El porcentaje de fagocitosis en el grupo C fue de 21.444.61. (Gréfica 5)

El porcentaje de fagocitosis en el grupo V aumento a partir de la hora 8, y fue
de 14.4+2.51, 10.644.3, 10.643.2, 17.2449, y 196435 a las 1,248 y 12h
respectivamente; se encontré diferencia significativa dentro del grupo por ANDEVA
(p=0.003). Los datos siempre fueron menores que el grupo C, se encontrd diferencia
significativa entre el grupo C y los tiempos 1h (p<0.05), 2h y 4h (p<0.01). (Gréfica 5)

El porcentaje de fagocitosis del, grupo NV fue disminuyendo en forma
paulatina, desde 24.614.92, 14010, 562151 a las 1, 2, y 4 horas
respectivamente. En los tiempos 8 y 12h, no hubo fagocitosis; se encontrd diferencia
significativa dentro del grupo por ANDEVA (p=0.000). A partir de la hora 2, la
disminucidén es estadisticamente significativa con ef grupo C; en el tiempo 2h
(p<0.05), y en los tiempos 4,8, y 12h (p<0.001). (Gréfica 5)

Se encontraron diferencias significativas entre et grupo V y NV en los tiempos
th (p<0.01), 4h (p<0.05), 8h (p<0.01) y 12h (p<0.001), el porcentaje en el grupo NV
solo fue mayor a la hora 1. (Gréfica 5)

El indice de fagocitosis en el grupo C fue de 0.29+0.05.(Gréfica 6)

El indice de fagocitosis en el grupo V fue de 0.22+0.07, 0.19:0.06,
0.18+0.10, 0.4210.14 y 0.2710.09 a las 1,2,4,8 y 12h respectivamente; se encontrd
diferencia significativa dentro del grupo por ANDEVA (p=0.004). Se encontrd
diferencia significativa entre el grupo de C y el tiempo 2h (p<0.05).(Gréfica 6)

El indice de fagocitosis en el grupo NV fue de 0.32:0.07, 0.22+0.04, y

0.0810.02, a las 1,2, y 4h respectivamente; a las 8 y 12 h fue de 0; se encontrd
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diferencia significativa estadistica dentro del grupo por ANDEVA (p=0.000). Se
encontré diferencia significativa entre el grupo C y los tiempos 2h (p<0.05), 4h, 8h y
12h (p<0.001).(Gréfica 6)

Se encontraron diferencias significativas entre el grupo V y NV en los tiempos
1h (p<0.05), 8h y 12h (p<0.01).

El indice digestivo en el grupo C fue de 0.1520.05.(Grafica 7)

El indice digestivo en el grupo V fue de 0.15+0.05, 0.02+0.03, 0.0410.02,
0.17+0.05 y 0.1520.04 a las 1,2,4,8 y 12h respectivamente; se encontré diferencia
significativa dentro del grupo por ANDEVA (p<0.000). Se encontraron diferencias
significativas entre el grupo C y los tiempos 2h (p<0.01), y 4h (p<0.05). (Gréfica 7)

El indice digestivo del grupo NV fue de 0.06+0.04, 0.10+0.05y 0.01+0.01, a
las 1,2, y 4 horas respectivamente; se encontré diferencia significativa dentro del
grupo por ANDEVA (p<0.000). Para las horas 8 y 12 fue de 0. Se encontraron
diferencias significativas entre el grupo C y los tiempos 1h (p<0.05), 4h, 8h y 12h
(p<0.01). (Gréfica 7)

Se encontraron diferencias significativas entre los grupos N y NV en los

tiempos 1h, y 2h (p<0.05); 4, 8, y 12h (p<0.01).

El coeficiente de determinacion (r) entre viabilidad en el LBA y viabilidad de!

parénquima en el grupo NV fue de 0.15, y en el grupo V fue de 0.25
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GRAFICA 1

Mililitros

CANTIDAD RECUPERADA EN EL LAVADO
BRONQUIOLO-ALVEOLAR
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Las barras muesiran la cantidad de! liquido recuperado en ml, en el LBA en los gruposC,Vy
NV. Se puede observar una disminucién notable en el grupo V a partir del tiempo 8 hrs.
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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 C,Vy NV. Se
observa una diferencia entre grupos en todos los tiempos, y un claro aumento el fos tiempos 2
y 12hrs el grupo NV.
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GRAFICA 3

PORCENTAJE DE VIABILIDAD EN EL LAVADO
BRONQUIOLO ALVEOLAR
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Se muestra el pdrcentaje de células vivas en el LBA en los grupos C, V y NV. Se observa una

disminucién importante en el grupo V a partir del tiempo 8 hrs.



GRAFICA 4

PORCENTAJE DE VIABILIDAD EN EL PARENQUIMA

B AN AR NN T _—_—_
A R

//////////4/////////////// SIS
.%%%?ﬂ/////

NN // SN //
ﬂ/,ﬂ%/////////////// AN

T R RN ___~_——_ Ty
A Y

slejuasiod

1

10

Tiempo

% Grupo NV

V222 Grupo V

Porcentaje de células vivas en el parénquima pulmonar con la tincién de azul de tripano en los
grupos C,Vy NV. No se encontraron diferencias significativas entre {os grupos Vy NV.
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GRAFICA 5

- PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS
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Porcentaje de fagocitosis en los grupos C,V y NV. La fagocitosis en el grupo NV decayd
continuamente, hasta llegar a cero a partir det tiempo 8 h; mientras que en el grupo V ia
fagocitosis se mantuvo activa durante todos el tiernpo.
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INDICE DE FAGOCITOSIS
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Indice de Fagocitosis en los grupos C.V, NV. Se observa un aumento considerabie en los
tiempos 8 y 12hrs del grupo V, y ausencia total en el grupo NV a partir del tiempo 8 horas.
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GRAFICA 7
INDICE DIGESTIVO
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Indice de Digestién en los grupos C,V, NV. Se observa un aumento en el grupo V en los tiempos 8 y 12
hrs, con valores similares al grupo C. En el grupo NV ef indice disminuye a partir del tiempo 4 horas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten presuponer,
utilizando el método de tincion de exclusion con azul de tripano, que el puimén
permanece viable cuando menos durante las primeras cuatro horas post mortem,
debido a que la disminucion en la cantidad de células vivas es minima hasta este
tiempo. Ademas, en este modelo la ventilacion parece no tener efecto sobre la
viabilidad del parénquima pulmonar, demostrado por el comportamiento similar de
los grupos Ventilado (V) y No Ventilado (NV) en cada uno de los tiempos.

En un trabajo realizado por D’Armini, los porcentajes de viabilidad que obtuvo
en un grupo de cadaveres de ratas ventiladas con oxigeno al 100%, fueron muy
semejantes a los del presente estudio, pero la viabilidad que encontrd en un grupo
no ventilado fue considerablemente menor a partir de la primera hora post mortern,
el autor atribuye el mantenimiento de la viabilidad a la ventilacién con oxigeno, lo
que no ocurre en el presente estudio. Una diferencia importante en este trabajo con
respecto al de D'Armini, fue que los animales fueron exanguinados antes de
someterse al periodo de estudio, lo que posiblemente resuitaria en una disminucién
de constituyentes sanguineos presentes en la red capilar en todos los grupos y
consecuentemente en menor adherencia de leucocitos al endotelio pulmonar,
aunque esto ultimo debe ser objeto de estudios posteriores. (5)

En el presente modelo se pudo observar disminucién paulatina de la
viabilidad registrada en el lavado bonquiolo-alveolar (LBA), como sucede en el

- parénquima, sin existir efecto aparente de la ventilacién al no encontrarse diferencia

clara entre los grupos V y NV. Se supondria por lo tanto, que podria existir
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correlacion entre la viabilidad del parénquima pulmonar y la viabilidad de! lavado
bronquiolo-alveolar. Sin embargo, los coeficientes de determinacién entre ambas
variables en grupos V y NV son tan bajos, que no es posible hacer predicciones de
viabilidad. Aun asi, si se considera que las referencias de LBA en diferentes
especies de animales vivos indican valores de viabilidad por arriba del 80%, se
puede observar que durante las primeras cuatro horas del presente estudio, los
valores de viabilidad en el LBA estan por encima o cercanos a ese porcentaje, lo
que refuerza la idea de que el pulmén puede ser un érgano potencialmente
recuperable todavia hasta ese momento. (7, 10, 18, 33, 36)

Estd claro que durante las primeras horas post mortem existe una
disminucion en la actividad fagocitica de los macréfagos recuperados en el LBA,
incluso sin que ésta se vea afectada por la ventilacién mecanica, pero después de
las cuatro horas el retorno a la actividad normal en él grupo V se hace evidente.
Quiza la presencia del oxigeno proporcionado por la ventilacion sea un inductor en
el retorno de la actividad de los macréfagos alveolares. En un trabajo previo, Burges
cultivd macrofagos alveolares (obtenidos por LBA) de monos cynomolgus durante 24
horas en ambientes de hiperoxia, y describié un incremento en la produccion de IL-
18 y de IL-6 en las células expuestas a 95% de oxigeno, ademas, esa concentracion
de oxigeno también indujo la sobreexpresion del receptor CD-11b, especifico de
moléculas de adhesion; con esos hallazgos se apoya la teoria de que la hiperoxia
induce la >activacién de los macréfagos alveolares para producir citocinas
proinflamatorias, que conducen a la lesién pulimonar causada por hiperoxia. La

capacidad fagocitica aumentada en el grupo V del presente trabajo podria ser



explicada por el aumento en la activacion de los macréfagos alveolares inducida
por fa concentracion de oxigeno proporcionada por la ventilacién mepénica en el
cadaver. (3)

A pesar de la alta viabilidad observada en el parénquima pulmonar después
de varias horas de ventilacién con oxigeno al 100%, la cual, en teoria es promisoria
de una buena funcién del érgano, la activacion detectada en los macréfagos
alveolares, por el contrario, seria capaz de impedirla por efecto de una lesién
pulmonar causada por hiperoxia. Estudios posteriores relacionados permitirian
comprender las interacciones celulares en el pulmén post morfem bajo diferentes
circunstancias ambientales y de manejo, como por ejemplo, el ventilar con fracciones
inspiradas de oxigeno menores, que podria frenar quizad la activacion de los
macréfagos.

Finalmente, dada la tendencia de la actividad fagocitica a desaparecer
después de las cuatro horas post mortem en el grupo NV, y en el grupo V a

mantenerse en niveles cercanocs a los basales durante todo el tiempo estudiado, no

hay fundamentos suficientes para establecer correlacion entre esta variable y la

viabilidad del! parénquima pulmonar, la cual presenta una tendencia a disminuir

conforme transcurre el tiempo.(3)
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CONCLUSIONES

1. Los pulmones cadavéricos de ratas Sprague-Dawley son potencialmente

viables hasta las cuatro horas post mortem.

2. La actividad de los macréfagos alveolares se mantiene en cadaveres de
ratas Sprague-Dawley durante 12 horas post mortem, si se mantienen bajo

ventilacion mecanica con O, al 100%.

3. Existe disminucion progresiva de la viabilidad del parénquima pulmonar y
de las células obtenidas por LBA, conforme transcurre el tiempo post mortem,
independientemente de la ventilacion con O, al 100%, 0 no ventilacion de ios

cadaveres.

4. No existe correlacién entre la actividad fagocitica in vitro de los macrofagos
alveolares obtenidos de puimones cadavéricos, y la viabilidad del parénduima

pulmonar.
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