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Resumen

El trasplante pulmonar (TP) es la opcidn terapéutica aplicable al estado terminal
de las patologias pulmonares no malignas. Desde la década de los afios 80, se han
realizado més de 21000 TP y aunque los pacientes mejoran su calidad de vida, la
supervivencia global se ha estancado en un 53% a los 5 afios. Esto se debe en gran parte
a las complicaciones que conducen al rechazo del injerto y a la escasa repercusion
clinica de los trabajos experimentales referentes al tratamiento de las mismas, de forma
que, la incidencia de estas complicaciones y su evolucién apenas se ha modificado en
los ultimos afos.

Se sabe que el rechazo cronico (RC) es un proceso fibroproliferativo que
produce la fibrosis del injerto y que continda siendo el talon de Aquiles del TP. Un
trabajo de nuestro grupo de investigacion realizado con el fin de evaluar y entender los
mecanismos moleculares involucrados etiolégicamente en la presentacion del RC por
medio de DNA microarrays, ha permitido conocer la expresion génica de fendmenos
relacionados con el propio RC, de procesos de reparacion o compensacion frente al
mismo y del fendmenos de estrés oxidativo implicados en el RC, hasta ahora no bien
conocidos.

Con el deseo de aportar una posible alternativa terapéutica para el control de
estos mecanismos moleculares relacionados con el RC, con el fin de evitar o por lo
menos retrasar su presentacion, se ha desarrollado éste trabajo de investigacion.

Para ello se disefid un estudio experimental de trasplante pulmonar ortotopico
izquierdo con donantes en muerte cerebral, en el cual se utilizaron un total de 36 ratas
macho Sprague-Dawley consanguineas que se distribuyeron de forma aleatoria en 4
grupos: 1.- grupo control [n=6], 2.- grupo sham [n=6], 3.- grupo TP [n=12; que
corresponden a 6 donantes y 6 receptores] y 4.- grupo TP con ozono [n=12; que
corresponden a 6 donantes y 6 receptores]. Los animales se sacrificaron a los 3 meses de
la cirugia. En este estudio se evalud: a) la evolucidn clinica de los animales, b) los
cambios macroscopicos del injerto, ¢) el estudio histolégico del injerto y d) la
determinacion genética por medio de RT-PCR.

En la evaluacién macroscopica de los animales tratados con ozono se observo
una importante preservacion de la arquitectura pulmonar lo que no se observé en el
grupo de TP. Los hallazgos histoldgicos demostraron que todos los animales el grupo de
TP presentaron signos de RC severo, mientras que los pulmones de los animales que
recibieron tratamiento con ozono mostraron ausencia de los mismos. El estudio
gendémico demostré que el tratamiento influye en la modulacion de la actividad
antioxidante, asi como de los signos de inflamacion y angiogénesis inducidos por la
hipoxia.
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Resumen

Desde el punto de vista traslacional, el tratamiento con ozono puede ser una
nueva alternativa de tratamiento y/o prevencion del RC con el que alargar y mejorar la
calidad de vida del paciente que ha sido sometido a un TP. Esta alternativa tiene la
ventaja de que no presenta efectos adversos, es de facil administracion, econémico y
ademas tiene otros efectos beneficiosos corporales al frenar los procesos oxidativos.
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1. El Trasplante Pulmonar

1.1. Definicion y conceptos de trasplante.

El trasplante se define como el proceso en el cual se extrae un injerto de un
individuo (donante), compuesto ya sea de células, tejidos u 6rganos y que se implanta
en otro individuo (receptor)®.

Nos referimos a trasplante ortotopico cuando el injerto se coloca en su
localizacion anatomica habitual, como es el caso del pulmén o el corazdn y a trasplante
heterotdpico si se implanta en una zona diferente del organismo, como por ejemplo piel
o grasa®.

La relacion genética entre el receptor y el injerto establece denominaciones
diferentes entre los tipos de trasplantes'®):

v Alogénica.- entre individuos de la misma especie, pero genéticamente diferentes.

v" Singénica.- cuando la relacién se establece entre individuos idénticos, como por
ejemplo entre gemelos homocigéticos.

v Autotrasplante.- cuando el injerto se implanta de un lugar a otro en el mismo
individuo.

v" Xenotrasplante.- Cuando se realiza entre individuos de una especie diferente.

1.2. Consideraciones generales.

El trasplante pulmonar (TP) que se realiza en la actualidad es alogénico y
ortotépico y es la opcidn terapéutica de las enfermedades respiratorias no malignas en
fase terminal. Desde 1980 se han realizado méas de 25.000 TP en todo el mundo y este
namero sigue incrementandose progresivamente, gracias a los avances en la preparacion
preoperatoria de los pacientes, las maniobras de preservacion del o6rgano, la técnica
quirurgica, los farmacos inmunosupresores y el control postoperatorio de los pacientes.
La mayoria de los pacientes trasplantados experimentan una mejora considerable de su
calidad de vida, lo que ha consolidado a este procedimiento quirdrgico, aunque la
supervivencia actual global ronda el 50% a los 5 afios y no ha variado en los Gltimos 15
afios.

En el afio 1990 en el Hospital Vall d’Hebron de Barcelona, Espafia se realiz6 el
primer TP exitoso. Posteriormente el resto de médicos espafioles de los grupos
dedicados a TP comenzaron su actividad, comenzando por el Hospital Gregorio
Marafidn (Madrid, 1990), el Hospital Puerta de Hierro (Madrid, 1991), el Hospital de la
Fe (Valencia, 1992), el Hospital Reina Sofia (Cordoba, 1993), el Hospital Marquez de
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Valdecilla (Santander, 1997), el Hospital Juan Canalejo (La Corufia, 1999) y por ultimo
se incorporé el Hospital 12 de Octubre (Madrid, 2008)®.

Actualmente existen 7 centros en Espafia en donde se realiza TP y cubren una
poblacién aproximada de 6,8 millones de habitantes en cada centro, llegando a alcanzar
la cifra de 235 en el afio 2010®.

1.3. Resefia histdrica del trasplante pulmonar.

El TP experimental se inicid en la Unidn Soviética cuando Demikov realizo, en
1946, el primer trasplante cardiopulmonar en un perro. Un afio mas tarde efectuaria un
trasplante unipulmonar, ambos sin éxito®.

En 1950 en Francia, Metras fue quien realizd el primer TP experimental con
éxito y publicé su serie de 20 trasplantes con supervivencias de 3 semanas. Este autor
introdujo la técnica del implante pulmonar que apenas se ha modificado con el paso del
tiempo, siendo la secuencia preferida para las anastomosis la del bronquio, seguido de la
arteria y por Gltimo de la auricula®.

Hardy en 1963, realizd el primer TP unilateral en humanos, falleciendo el
enfermo a los 15 dias de insuficiencia renal®. Derom fue quien consiguié la mayor
supervivencia al realizar un TP, el paciente fallecio a los 10 meses posteriores al
proceso quirtirgico debido a un rechazé crénico, sepsis y estenosis bronquial”.

Entre los afios 1963 y 1977 se realizaron 38 TP, en los que la inmunosupresion
se realizd principalmente con corticoides y azatioprina, de los cuales s6lo 9 pacientes
sobrevivieron mas de 15 dias. La mayor parte de éstos fallecieron por infeccion y
dehiscencia de la anastomosis bronquial®*®.

En 1970 como alternativas para el control del problema constante de dehiscencia
de las anastomosis, Trummer describio la técnica de anastomosis bronquial del implante
con el bronquio corto con posterior omentopexia de la misma®®; Veith describié la
técnica del telescopado bronquial®”, pero Lima fue quien comprobé que el tratamiento
con prednisona administrada para la inmunosupresion del paciente, era el factor causal
de retraso en la cicatrizacién bronquial®.

Con el descubrimiento de la ciclosporina, el régimen del tratamiento
inmunosupresor revoluciond el mundo de los trasplantes, el nimero de presentacion de
las dehiscencias de las anastomosis disminuyé significativamente™®. Por otra parte
Dubois comprobd que con la omentopexia se restablecen comunicaciones con la
circulacion bronquial distal, preservando la viabilidad de la anastomosis bronquial®?.
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El grupo Toronto, dirigido por Cooper en 1983, iniciaron un programa de TP en
pacientes afectados con fibrosis pulmonar (FP) no grave, consiguiendo en un paciente
de 58 afios de edad una supervivencia a largo plazo de 6 afios y que murié por
insuficiencia renal®. Luego en 1987 publicaron los 5 primeros casos de TP unilateral
con sélo un fallecimiento®, y en 1989 Pearson presenté 16 TP unilaterales con sélo 4
muertes. Con ello se iniciaba la andadura clinica de la cirugia del TP,

El siguiente paso para solventar era el realizar con éxito el TP bilateral para la
patologia séptica y, por aquel entonces, el enfisema pulmonar. Y Dark en 1986 realiz
un trabajo experimental en primates a los que realizaban un trasplante en bloque de
ambos pulmones sin el corazén, con buenos resultados tanto a corto como a largo
plazo®; procedimiento que posteriormente, el grupo de Toronto incorpord a la clinica
humana, comunicando en 1988 seis casos de trasplante en blogque®?®,

Patterson en 1988, publicO que dentro de sus primeros 16 casos, tres
desarrollaron una necrosis isquémica fatal en la traquea y ambos bronquios®?,
explicando que el hecho podia ser consecuencia de la falta de la irrigacion colateral
coronario-bronquial. Mientras que en Europa, Noirclerc propuso en la técnica
quirdrgica la variante de acortar la longitud del bronquio principal en el donante para
minimizar el riesgo de la isquemia®, tomando en cuenta la via retrograda de
vascularizacion bronquial a expensas de las anastomosis entre las arterias pulmonares y
las bronquiales descritas por Paris y Lopez-Merino®@®.

En 1990 Pasque y su grupo St. Louis presentaron los primeros tres casos de
pacientes operados con esta técnica y al afio siguiente comunicaron otros 24 casos,
indicando como candidatos a pacientes con fibrosis quistica (FQ), las bronquiectasias y
enfisema pulmonar bilateral, reportando como ventajas de ésta técnica: a) la
anastomosis a nivel bronquial, dejando “in situ” el corazén del receptor, reducia al
méaximo las complicaciones isquémicas en la cicatrizacion de la via aérea, b) se obviaba
la necesidad de CEC de inicio, y s6lo se empleaba de necesidad cuando las
circunstancias hemodinamicas y de intercambio gaseoso lo requerian (25% de los
casos), €) se mantenia la inervacion cardiaca, y se evitaba la diseccion de la traquea,
region subcarinal y mediastino posterior del receptor, d) no precisaba isquemia cardiaca
cuando se realizaba la sutura del parche atrial, como ocurria en el caso del trasplante en
bloque. Con todo ello, se evitaba deteriorar a los pacientes con disfuncion miocéardica y
se prevenia la inestabilidad hemodinamica postoperatoria®*=2.
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1.4. Situacion del TP experimental.

Como mencionamos anteriormente, el primer modelo animal de TP
experimental fue referido en el perro, sin embargo los problemas éticos y econémicos
que implicaba el uso de este modelo hicieron que los investigadores buscaran otras
alternativas animales como el conejo y la rata.

En 1982, Marck y Wildevuur desarrollaron con éxito la técnica del TP en ratas,
aunque con grandes dificultades técnicas para la realizacion de las anastomosis
vasculares y bronquiales, que alargaban el tiempo quirdrgico, teniendo como
consecuencia una elevada mortalidad postoperatoria, por lo que este modelo no se
consideraba asequible para el estudio del TP®¥.

La complejidad de ésta técnica mejord con la aportacion de Mizuta en 1989,
quien realizaba las anastomosis vasculares mediante la ayuda de los “cuffs”, pequefios
cilindros de 2 mm elaborados a partir de catéteres de venopuncion. Las anastomosis
bronquiales las realizaba solo con sutura. Esta modificacion técnica hizo que los
tiempos quirdrgicos y la mortalidad postoperatoria se redujeran significativamente®.

Mizuta y Shiraishi en 1995, realizaron una modificacion de la técnica quirdrgica
extrayendo el bloque cardiopulmonar por esternotomia media con el pulmon en semi-
insuflacion para luego disecar y preparar el pulmén izquierdo para el implante, lo que
facilitaba y acortaba la extraccion®®. En ese mismo afio Reis presentaba otra mejora de
la técnica quirdrgica al realizar la anastomosis bronquial con los cuffs, con la que
acortaba aun mas el tiempo quirdrgico del implante haciendo la técnica méas asequible.
Ademas, introdujo los cuffs de teflon evidenciando una menor estenosis de las
anastomosis®”.

Nosotros en el presente trabajo, presentamos el modelo experimental de rata con

donante en muerte cerebral y que ademas controlamos el tiempo de isquemia y
referimos la descripcion de la reperfusion secuencial®®.

1.5. Tipos de TP que se realizan actualmente.

Unilateral. Se trasplanta un pulmon, ya sea derecho o izquierdo realizando anastomosis
del bronquio principal y de los vasos sanguineos (arteria y vena pulmonares).

Bilaterales. En donde se trasplantan ambos pulmones y puede ser en:
e Bloque.- Se implantan ambos pulmones realizando una anastomosis traqueal, la

anastomosis de la arteria pulmonar principal y un parche en la auricula izquierda
que contiene las cuatro venas.
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e Bilateral secuencial.- Se implanta primero un pulmén y posteriormente se
implanta en contralateral, realizando la anastomosis bronquial, arterial y venosa
independientemente en cada pulmon.

e Cardiopulmonar.- Se reemplaza en bloque el corazon y ambos pulmones,
realizando una anastomosis traqueal y las anastomosis propias del trasplante
cardiaco aislado.

e Lobar.- Se trasplanta un lobulo para realizar un trasplante unilateral o dos
I6bulos para realizar un TP bilateral®®.

1.6. Indicaciones para realizar el TP.

El trasplante pulmonar estd indicado como la alternativa terapéutica de
enfermedades pulmonares no malignas en fase terminal cuando fracasan otras
alternativas de tratamiento y cuando quizas la expectativa de vida a plantear segun el
criterio médico esté por debajo de los dos afios. Se plantea al realizar un TP a éstos
pacientes que la expectativa de vida que se les ofrezca esté por encima a la que
alcanzaria sin el TP“9),

Ademaés de evaluar la situaciéon y la historia clinica completa del paciente,
debemos profundizar en aquellos factores de riesgo especificos con el fin de identificar
el periodo (ventana del trasplante) en el cual se debe de plantear esta opcion terapéutica,
por lo cual englobamos las patologias pulmonares en los siguientes grupos“**%:

1.6.1. Enfermedad pulmonar intersticial difusa (EPID).

Que se compone de un grupo heterogéneo de patologias que evolucionan a
fibrosis pulmonar (FP) hasta causar un fallo respiratorio. La més frecuente es la FP
idiopatica y de etiologia desconocida. En este grupo, los pacientes suelen tener una edad
promedio entre los 40-70 afios y con frecuencia presentan una patologia extrapulmonar
(alteraciones digestivas, cardiacas, efectos secundarios de la medicacion
inmunosupresora, corticoides) y pulmonar secundaria (carcinoma broncogénico, TBC
pulmonar, zonas de bronquiectasias colonizadas por patdgenos).

Para evaluar el estado de la gravedad de ésta enfermedad es necesario realizar
una prueba de esfuerzo, ya que en ocasiones los resultados de las pruebas respiratorias
no evidencian el desarrollo de la misma. En los casos en donde los pacientes ya se
encuentran en una fase terminal, continuar con el tratamiento con farmacos esteroides y
otros agentes inmnosupresores no han demostrado proporcionar algun tipo de beneficio.

Los pacientes con FP idiopatica que cumplan los siguientes requisitos deberan
ser considerados como posibles candidatos para inclusion en la lista de espera para TP:
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a) Enfermedad sintomética y progresiva no controlada con esteroides o
inmunosupresores (desaturacion en reposo y/o con el ejercicio), demostrada con
controles cada 3 meses evaluando la respuesta al tratamiento.

b) Deterioro de la funcion pulmonar, incluso en pacientes con escasos sintomas.

c) Capacidad vital (CV) entre el 60 y 70% y/o capacidad de difusion pulmonar del
monoxido de carbono (DLCO) entre el 50 y 60%.

La FP asociada a una enfermedad sisteméatica como ocurre en la esclerodermia,
la artritis reumatoide, la sarcoidosis 0 postquimioterapia deben considerarse
individualmente. En general, se requiere que exista poca actividad sistémica de la
enfermedad y que cumplan todos los criterios generales médicos. Ademas, deben haber
fracasado todas las demas opciones terapéuticas. Cumplidos estos requisitos, se aplican
los mismos criterios que para la FP idiopatica. En los casos de FP es recomendable,
siempre que se pueda, un TP bipulmonar frente al unilateral.

1.6.2. Fibrosis quistica (FQ) y otras causas de bronquiectasias.

En este grupo se encuentra la FQ y otras tipos de bronquiectasias como
deficiencias estructurales o funcionales de la motilidad ciliar, el sindrome de Kartagener
o inmunodeficiencias. En todas ellas se da la particularidad de que los pacientes
presentan colonizacion por patdgenos en ocasiones multiresistentes e incluso
panresistentes; suelen hallarse la Pseudomona aeruginosa y con menos frecuencia la
Burkholderia cepacia. Sin embargo, la presencia de estos gérmenes no es una
contraindicacién absoluta para el trasplante, pero si son factor potencial del aumento de
la morbilidad y la mortalidad en el periodo postoperatorio inmediato. En estas
enfermedades el tipo de trasplante que se recomienda que se debe realizar es el bilateral,
para evitar el paso de los gérmenes del pulmén nativo al recién implantado,
independientemente de ser remitido a un centro trasplantador con posibilidad de realizar
pruebas de sensibilidades antibioticas y valorar distintas combinaciones de antibidticos
que sean efectivas “in vivo ¥4,

Los pardmetros para identificar a los pacientes con FQ o bronquiectasias como
candidatos a TP en periodo de ventana, y que suponen una expectativa de supervivencia
inferior al 50% a los 2 afios, son los siguientes:

a) FEV; < 30%.
b) PCO,> 50 mmHg.
¢) PO, <55 mmHg.



Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Introduccion

Si el paciente presenta ademas de los criterios clésicos expuestos:

a) Deterioro progresivo de la funcion respiratoria incluso con un deterioro rapido
del FEV: o que se encuentre superior al 30% del previsto que condicione un
aumento del nimero de hospitalizaciones

b) Hemoptisis masiva recidivante acompafada de una desnutricion severa a pesar
del tratamiento médico correcto

Se consideran como signos de alerta y el paciente debe ser remitido lo antes
posible a una unidad de TP para un contacto inicial. Las mujeres jovenes con estos
pardmetros tienen peor pronostico, y por tanto deben ser remitidas para valoracion con
caracter urgente a un centro de referencia de TP.

1.6.3. Enfermedades pulmonares obstructivas.

En este grupo englobamos a los pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) no bronquiectésica (en sus variantes bronquitis cronica o enfisema), la
deficiencia de alfa-1-antitripsina y a la bronquiolitis obliterante (BO).

Se debe considerar al paciente como un potencial candidato a TP si presenta:

a) FEV; < 25%.

b) PCO, > 55 mmHg. Generalmente los pacientes que presentan una PCO, elevada
y oxigenoterapia domiciliaria crénica de largo tiempo tienen peor pronéstico,
por lo que deben de ser evaluados con caracter de urgente.

c) Hipertensién pulmonar con cor pulmonale crénico.

Estos parametros asociados a la edad del paciente, estado nutricional y el grado
de hipertension pulmonar, se identifican como los mejores indices para dar un
prondstico sobre la evolucion del procedimiento, pero no son parametros funcionales
que permiten esclarecer el momento para la inclusion del paciente al programa de
trasplante, ya que con la oxigenoterapia asociada a la rehabilitacion respiratoria el
paciente puede prolongar su sobrevivencia®Y.

Recientemente en un estudio publicado en el New England Journal of Medicine
se ha descrito el indice “BODE”, en el que se demostrd su capacidad de predecir la
mortalidad de los pacientes con EPOC y consiste en un sistema multivariable (B indice
de masa corporal, O grado de obstruccién, D grado de disnea, E capacidad de ejercicio),
quizds en un futuro proximo ayude a seleccionar mejor los pacientes para
trasplante®*?),
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1.6.4. Enfermedades vasculares pulmonares.

La Hipertension pulmonar (HTP) se define como la existencia de una presion
media de la arteria pulmonar (PAPm) mayor de 25mmHg en reposo. Se mide por
cateterismo cardiaco derecho. En funcion de la presion capilar se diferencian en dos
grupos:

I.  HTP precapilar, cuando la presion enclavada es menor o igual a 15 mmHg. A
este grupo pertenece la HTP idiopatica, la HTP debida a enfermedades
pulmonares, el tromboembolismo cronico, la enfermedad venooclusiva, la
hemangiomatosis capilar, los fa&rmacos y las conectivopatias.

Il.  HTP postcapilar, cuando esta presion es superior a 15 mmHg. A este grupo
pertenece la HTP causada por una insuficiencia cardiaca izquierda que puede ser
de etiologfa primaria o secundaria a otra enfermedad®.

En todos estos pacientes de forma previa se debe realizar una prueba de
vasorreactividad y haber instaurado un tratamiento con vasodilatadores, optimizandolo
con el uso de la oxigenoterapia, antagonistas del calcio (Ca™™), anticoagulacion y
prostaciclinas. En algunos casos, se requerira de tratamiento quirtrgico (septostomia
atrial o endarterectomia), dependiendo del proceso primario desencadenante. Pero a
pesar de todas estas indicaciones, los pacientes con HTP tienen un prondstico
desfavorable de supervivencia después de realizar el TP.

Todos los pacientes deben de ser evaluados en un centro con experiencia en
tratamiento vasodilatador antes del trasplante. Los criterios que debe cumplir un
paciente con HTP, sin enfermedad cardiaca primaria congénita, para ser considerado en
ventana de TP son los siguientes:

a) Enfermedad sintomaética y progresiva, a pesar del tratamiento ptimo médico y/o
quirdrgico que condiciona una disnea grado I11-1V en la escala de la New York
Heart Association (NYHA).

b) indice cardiaco menor de 21/min/m?, presion en la auricula derecha superior a
15mmHg y presion media en la arteria pulmonar superior a 55mmHg.

En la HTP secundaria al Sindrome de Eisenmenger, el papel de la medicacion
vasodilatadora en el periodo pre-trasplante no estd bien establecido, considerandose el
TP ante todo paciente con sintomas progresivos y disnea grado I11-1V de la NYHA, a
pesar de tratamiento 6ptimo. En todos los casos de HTP se realiza un TP bipulmonar o
un TCP.
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1.6.5. Indicaciones para realizar un TP pediatrico.

La indicacion para la realizacion de un TP en individuos en edad pediéatrica es la
manifestacion de HTP asociada a enfermedades cardiovasculares o anomalias
pulmonares congénitas como enfermedad estructural cardiaca, estenosis de las venas
pulmonares, enfermedad parenquimatosa, anomalias congénitas pulmonares y
problemas de adaptacion pulmonar a la vida extrauterina.

Al igual que en los pacientes adultos adultos, se debe optimizar el tratamiento
médico, incluyendo los vasodilatadores y el oxigeno (O,), antes de que el nifio sea
considerado como candidato a TP.

Desafortunadamente para estos pacientes no existen indicadores para su
prondstico debido a la diversidad de enfermedades incluidas en este apartado, pero los
criterios empiricos para considerar un candidato a TP son:

a) Deterioro de la enfermedad a pesar del tratamiento médico y/o quirdrgico
correcto.

b) Moderado o grave compromiso funcional (NYHA HI-1V).

c) Fallo ventricular derecho, cianosis importante o bajo gasto cardiaco.

En los casos donde la HTP es secundaria una anomalia en el desarrollo o0 a una
enfermedad parenquimatosa pulmonar, se requiere de una valoracion individual asi
como el tomar en cuenta si el paciente presenta hernia diafragmaética congénita,
deficiencia congénita de surfactante pulmonar proteina B o enfermedad pulmonar
enfisematosa quistica congeénita, ya que no existen criterios especificos que indiquen si
son candidatos a un TP.

Los nifios que padecen de bronquitis obliterante, displasia broncopulmonar o FQ
y que presentan disnea progresiva grado IlI-IV a pesar de tener tratamiento
farmacoldgico, también son candidatos a un TP, sin embargo no se disponen datos sobre
factores predictivos de supervivencia, por lo que se aplican los pardmetros indicados
para los pacientes adultos. En general, el tipo de TP que se les practica es el bipulmonar,
a menos que el caso implique deformidad anatomica severa del térax o cirugia previa
que involucren un riesgo quirdrgico importante, se considera realizar TP unipulmonar
para minimizar el riesgo de muerte “®.
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1.7.-Contraindicaciones para realizar el TP.

Para realizar un TP existen contraindicaciones absolutas que indican situaciones
en las cuales no es justificado el realizar este procedimiento, relacionadas a
caracteristicas generales del receptor como la morbilidad y la edad entre otras y
contraindicaciones relativas en las que el trasplante podria llevarse a cabo a pesar de la
comorbilidad asociada mas la valoracion propia del paciente descartando la posibilidad
lesionar otros 6rganos y del criterio del médico tratante:

1.7.1. Contraindicaciones absolutas®>3340):

e Insuficiencia de otro oOrgano. Particularmente alteracion renal con un
aclaramiento de creatinina inferior a 50mg/ml/min, dado el impacto negativo de
la medicacion inmunosupresora sobre la funcion renal y enfermedad coronaria
intratable o disfuncion ventricular izquierda, que debe considerarse apto para un
TPC y no un TP bipulmonar.

e Enfermedad neoplasica o maligna en los ultimos dos afios. A excepcién de los
epiteliomas basocelulares. Para las neoplasias renales, cancer de mama grado 1l
o0 superior, el cancer de colon en grado superior al A de Dukes, y el melanoma
grado I11 o superior el periodo libre de enfermedad debera ser superior a 5 afios.

¢ Infeccidn crénica extrapulmonar. Hepatitis B antigeno positivo, Hepatitis C con
dafio hepatico demostrado histol6gicamente, infeccién por VIH.

e Deformidad severa de la caja toracica o de la columna vertebral y cualquier
enfermedad musculo-esquelética que afecte al térax. Como la cifoescoliosis
severa. Cualquier enfermedad progresiva neuromuscular es contraindicacién
absoluta.

e Imposibilidad de cumplir con el tratamiento o seguimiento post-operatorio.

o Enfermedad psiquiatrica o psicoldgica intratable que impida la medicacion
adecuada.

e Adiccion a sustancias toxicas activa en los ultimos 6 meses. (alcoholismo,
farmacodependencia o tabaquismo).
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1.7.2.-Contraindicaciones relativas®?334:

Sin olvidar tener en cuenta la comorbilidad y la edad del paciente, se debe
considerar:

e Tratamiento con esteroides. Ocasionan problemas en el manejo postoperatorio
(necrosis avascular, osteoporosis, diabetes, hipertensién, miopatias), si se han
usado durante afios. Se considera 6ptima una dosis inferior a 20mg/dia de
prednisolona o prednisona.

e Estado nutricional. Se debe corregir todo peso corporal que esté por debajo del
70% y/o superior al 130% del ideal, dado que es un importante predictor de la
supervivencia.

e Problemas médicos que no hayan desembocado en un fallo orgénico para ser
considerados contraindicacion absoluta pero que si afiaden un riesgo mayor al
manejo post-quirdrgico. Diabetes mellitus, hipertension arterial, Glcera péptica,
reflujo gastro-esofagico y/o enfermedades del colageno.

e Osteoporosis sintomatica. Realizar siempre una densitometria 6sea. Previo al
trasplante se debe tratar cualquier problema metabolico 6seo, tanto en los
pacientes con enfermedad sintomatica como asintomatica.

e Situacion clinica inestable. Ventilacién invasiva, memebrana de circulacion
extracorpoOrea, colonizacién bacteriana, micética y/o por micobacterias
multiresistentes.

1.8. Seleccion del receptor.

Para la inclusién de un paciente en la lista de espera del programa de trasplante
pulmonar, se requiere de una evaluacion exhaustiva del mismo, poniendo principal
atencion en las pruebas del funcionamiento del sistema cardiovascular. Es importante
conocer el estado de los érganos principales y del sistema inmunoldgico, metabdlico, de
coagulacion, etc. asi como los sistemas psico-sociales. Con los resultados obtenidos,
asociado al criterio de indicaciones y contraindicaciones para la realizacion del TP se
realiza la valoracion global para incluir al paciente como un candidato al
procedimiento®?.
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1.8.1. Examenes y pruebas de laboratorio que se deben realizar al paciente
potencial receptor de TP.

Los estudios basicos o de rutina deben ser realizados en todos los pacientes en el
hospital de origen para obtener la informacion sobre los factores pronosticos de la
enfermedad y de la comorbilidad asociada. En los centros de TP solo se realizaran las
pruebas especificas complementarias o las que supongan un alto riesgo para el
paciente®”:

Hemograma, coagulacion y bioquimica general.

Proteinograma y aclaramiento de creatinina (orina de 24 h).

Grupo sanguineo. Anticuerpos irregulares y citotoxicos.

Antigenos de histocompatibilidad (HLA) y poblaciones linfocitarias.
Serologia completa, parasitos en heces y Mantoux.

Cultivo y antibiograma de esputo, orina y nasofaringeo.
Radiografias (Rx) AP y lateral de térax.

Tomografia computadorizada toraco-abdominal de alta resolucion.
Pruebas funcionales respiratorias completas.

Gammagrafia de ventilacion-perfusion.

Test de esfuerzo estandarizado: 6 min de marcha.

Electro y ecocardiograma.

Ecocardiografia de estrés o coronariografia en pacientes con alto riesgo de
enfermedad coronaria y en mayores de 55 afos.

Metabolismo 6seo.

VVVVYYVYYYVVYVYYVYVY
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El nimero de posibles receptores de TP es superior a la oferta de donantes, por
lo que se han elaborado una serie de guias internacionales, con el fin de acondicionar los
recursos existentes a los candidatos mas 6ptimos®’%).

El tiempo medio de espera en lista para TP a nivel internacional es de 1 a 2 afos,
Por lo que los posibles candidatos deben cumplir una serie de condiciones generales y
especificas de su enfermedad de base, factores de peor prondstico, que justifiquen un TP
antes de 2 afios®®?.

1.8.2. Evaluacion de la comorbilidad del receptor.

Como ya hemos mencionado, para tomar una decision de inclusion del paciente
a la lista de espera, ya se debieron haber agotado todos los tratamientos posibles,
incluyendo a aquellos pacientes con lesion pulmonar aguda grave, en los que es raro que
se considere como opcidn terapéutica al trasplante. Ademas de los estudios de gabinete
y laboratorio de rutina que se practican al paciente, se debe realizar una evaluacion de la
comorbilidad y controlarla antes de que los pacientes esten en lista de espera.

: %



Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Introduccion

Existen normativas internacionales con respecto a la edad del paciente que
limitan la indicacion para un TCP con un limite de 55 afios, para el TP unilateral en 65
afios y para el TP bilateral en 60 afios*?.

Tabla I: Comorbilidad en el receptor
Efectos secundarios

Respiratoria Cardiovascular del tratamiento
Enfermedad

Infecciones no

Infecciones Corticoides

Coronaria respiratorias
Carcinoma Fallo ventricular Alteraciones digestivas
- L Inmunosupresores
broncogénico izquierdo enla FQ
Cor pulmonale Hipertension arterial Reflujo gastrointestinal
Neumotdrax Accidente vascular Ulcera péptica
Embolismo L
Enfermedad diverticular
pulmonar
Osteoporosis
Malnutricion
Problemas psico-
sociales

1.9. Seleccién del donante.

La escasez de los 6rganos donados para realizar diversos tipos de trasplantes, es
el factor principal que provoca el desbalance entre la oferta y la demanda y que frena el
desarrollo de esta alternativa médica. Esta situacion se encuentra condicionada a ideas
religiosas, culturales y legales que han influido en la actitud de la poblacién para la
donacion. Por otro lado, la falta del entrenamiento de los médicos para la identificacion
de un donante potencial y del equipamiento necesario para extraccion, preservacion y
mantenimiento de los 6rganos en condiciones adecuadas es otro factor importante.

Se estima que en el caso de los donantes multiorganicos, solo el 10-15% tienen
pulmones aceptables para TP, debido a la dificultad para prevenir el dafio pulmonar
asociado a la muerte cerebral o por agresiones al tejido como consecuencia de una
intubacion endotraqueal o de la ventilacion mecanica que ademas favorece el desarrollo
de infecciones. Por otra parte, existen actualmente conflictos de detalles entre la
preservacion de los pulmones y de otros drganos que ya se encuentran generalizados
como es el caso de los rifiones®?,

En Espafa, la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) vy las

Organizaciones Autonémicas de Trasplante centralizan y coordinan todo el proceso de
donacion y los equipos de trasplante son los encargados de valorar las caracteristicas de
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los donantes y decidir su validez en funcion de los criterios clasicos para considerar un
donante como ideal y son®?:

Edad < 55 afios.

Compatibilidad de grupo sanguineo ABO.

Rx normal de torax.

Oximetria arterial > 300mmHg con FiO; de 1.0 y PEEP de 5cm de H,O
durante 5 minutos.

Fumador de menos de 20 paquetes por afio.

No evidencia de sepsis 0 broncoaspiracion.

Ausencia de secreciones purulentas en la broncoscopia.

Ausencia de gérmenes en el cultivo y en la tincion de gram del esputo.
Ausencia de patologia pulmonar previa.

10 Sin antecedentes de cirugia cardiopulmonar.

11. Ausencia de traumatismo toracico.

Howbde

© o NGO

Se han adoptado otras medidas con el afan de compensar la escasez de los
donantes pulmonares, con posibilidad de obtener los drganos procedentes de donantes a
corazon parado, obtencion de I6bulos pulmonares de individuos genéticamente
emparentados y se esta estudiando la posibilidad de xenotrasplantes para su aplicacion
en el futuro®9,

Por lo anterior, los pulmones para trasplante pueden obtenerse de varios tipos de
donantes:

1. Donante cadaver. Son todos los donantes en los que su fallecimiento se ha
diagnosticado y certificado con base en el cese de las funciones encefalicas o
cardiorrespiratorias. Se clasifican en:

e Donante en muerte cerebral
e Donante en asistolia

2. Donante vivo. Se refiere a aquella persona que efectde una donacién en vida de
aquellos organos, o parte de los mismos de los que su funcion pueda ser
compensada por el organismo propio del donante de forma adecuada y segura,
por lo que ésta donacion es compatible con la vida.

1.9.1. Donantes en muerte cerebral.
Se define como muerte cerebral al cese irreversible de la actividad de ambos

hemisferios cerebrales y del tronco encefalico. Los sistemas vitales cardiovascular y
respiratorio se mantienen, en este caso, por medio de apoyo artificial©®®?.
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La legislacion espafiola contempla y regula esta situacion en la Ley 30/1979, de
27 de Octubre, que en su articulo 10 dice: “Los drganos para cuyo trasplante se precisa
la viabilidad de los mismos, s6lo pueden extraerse del cuerpo de la persona fallecida
previa comprobacién de la muerte cerebral, basada en la constatacion y concurrencia,
durante 30 min al menos, y la persistencia 6 h después del comienzo del coma, de los
siguientes signos: a) ausencia de respuesta cerebral con pérdida de conciencia, b)
ausencia de respiracion espontanea, c) ausencia de reflejos cefalicos, con hipotonia
muscular y midriasis y d) electroencefalograma plano demostrativo de inactividad
bioeléctrica cerebral. Los citados signos no seran suficientes ante situaciones de
hipotermia inducida artificialmente o de administracion de sustancias depresoras del
sistema nervioso central”.

El 5 de Enero del 2000 entr6 en vigor el Real Decreto 2.070/1999 de 30 de
diciembre por el que se regulan las actividades de obtencién y utilizacion clinica de
organos humanos y que modifica algunos aspectos de la Ley anteriormente citada.
Como aportaciones fundamentales, el nuevo Real Decreto contempla y define la figura
del donante vivo y la del donante a corazén parado y amplia el uso de las pruebas para
el diagnostico de muerte cerebral como la arteriografia de cuatro vasos.

1.9.1.1. Seleccidn del donante en muerte cerebral.

Una vez que se ha diagnosticado y certificado la muerte cerebral y contando con
la aceptacion familiar con las autorizaciones legales para la donacion, la ONT informa
de los datos clinicos y antropométricos del donante al Centro de Coordinaciéon de
Trasplantes del hospital®©?.

Es primordial considerar si el pulmén donante es funcionalmente valido, ya que
los problemas de mantenimiento y de preservacion del dérgano estdn intimamente
relacionados a la funcionalidad del 6rgano, con la evolucion del paciente que lo recibe e
influyen de manera directa en la morbilidad y mortalidad©*®®.

Para considerar 6ptimo a un donante pulmonar, de preferencia éste no debe
presentar ninguna contraindicacion para la donacion®®”. Sin embargo, cada caso de
donacion debe ser evaluado de manera particular; ya que algunas contraindicaciones
pueden tener cierta flexibilidad como por ejemplo el limite de edad; que se ha
relacionado como un factor significativo de riesgo importante para el TP, pero si se
comprueba que el pulmon tiene una funcionalidad dptima; se considera a éste tipo de
pacientes como donantes suboptimos®®®. En cualquier caso, siempre se debe de
ofrecer al paciente receptor el mejor pulmon posible e informarle sobre las limitaciones
que existen.
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Las contraindicaciones que no debe presentar un candidato a donador son:

Edad > 60 afios.

Secreciones purulentas.

Rx de torax con condensaciones.

PO,< 300mmHg

Fumador de més de 20 paquetes por afio
Enfermedad infecciosa 0 ADVP
Trauma toracico severo

EPOC o cirugia toracica previa
Enfermedad neopléasica

© o N R WNRE

También debe tomarse en cuenta en el momento de la valoracion pulmonar que
la muerte cerebral produce un deterioro progresivo de la funcién pulmonar debido a la
liberacion masiva de catecolaminas que provocan la pérdida de la integridad de la
membrana alvéolo-capilar, permitiendo el paso de la albimina y otras macromoléculas
hacia el alvéolo; mecanismo que induce la formacion de edema pulmonar neurogénico
(EPN)®", por lo que el donante debe mantenerse “seco” y vigilar que la presion venosa
central (PVC) esté por debajo de los 10cm de H,0O. Desafortunadamente esto entra en
conflicto con las indicaciones para el mantenimiento de otros 6rganos como el rifion en
los que se prefiere mantener al maximo el flujo sanguineo y la diuresis.

1.9.2.- Donantes en asistolia

Los primeros pulmones obtenidos para realizar el TP eran de donantes en
asistolia, hasta que en 1979 se promulgé en Espafia la ley de Trasplantes que reconoce a
los donantes cadaveres en muerte cerebral.

La ventaja de la utilizacion de los pulmones obtenidos de donantes en muerte
cerebral frente a los obtenidos en donantes en asistolia es que la viabilidad de los
organos, asi como la técnica para su obtencion es mas sencilla. Esto hizo que en un
principio el programa de donantes en muertes en asistolia fuera reemplazado, Sin
embargo; debido a la demanda de los 6rganos para trasplante ha renovado el interés en
éste tipo de donantes &9,

Pero fue hasta el afio 1995, en el The first international workshop in non-heart-
beating donors en Maastrich, donde se registraron los aspectos técnicos, éticos y legales
que debian presidir este programa de extraccion, se acordé construir un banco
internacional, con la informacion de los resultados del trasplante utilizando estos
donantes y se establecid la clasificacion de los donantes en asistolia®233™:
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Donantes no controlados:
l. Ingreso del cadaver.
. Resucitacion infructuosa.
Donantes controlados:
I1l. A la espera de paro cardiaco (incluye los casos en los que se decide
desconectar la ventilacion artificial).
IV.  Paro cardiaco de un donante en muerte cerebral

En ese mismo afio, la ONT celebrd en Madrid la Reunion Nacional de Consenso
sobre donantes de 6rganos a corazon parado, en donde se produce como resultado la
modificacion a la ley de trasplantes, en donde se regulan las actividades de obtencién y
utilizacion clinica de érganos humanos, validando la obtencidn de 6rganos de donantes
en asistolia, siempre que se puedan aplicar procedimientos de preservacion de los
mismos, en la persona fallecida. Permitiendo la inmediata autorizacién judicial para la
obtencion de los érganos, con lo que se agiliza la logistica necesaria para dar eficacia a
este procedimiento de extraccion y que fue publicada en el Real Decreto 2070 del 30 de
diciembre de 1999 ¢23371)

En Espafia, con el fin de obtener mas donantes y solventar un poco la
problematica de la demanda de 6rganos, se iniciaron los programas de donantes en
asistolia en el Hospital Clinico San Carlos (HCSC) de Madrid con un programa de
extraccion renal y hepatica a partir de “donantes controlados” en 1989, y de donantes
“no controlados” en 1995 obteniéndose buenos resultados, sobre todo con los
trasplantes renales!’.

En junio del 2002, el equipo de TP del Hospital Universitario Puerta de Hierro
(HUCPH) iniciaron un programa de extraccion pulmonar en este tipo de donantes en
donde incluyeron una fase pre-clinica de evaluacion funcional de los pulmones, donde
se revisa la viabilidad macroscopica, funcional e histoldgica de los injertos pulmonares
evaluados, se sistematizd la metodologia de la preservacion y evaluacién funcional, asi
como la coordinacion de los distintos equipos participantest®.

1.9.3.-Donantes vivos

Los donantes vivos son aquellos individuos a los que se les extrae un lébulo
pulmonar y que se implantara en alguna persona relacionada genéticamente con ellos,
generalmente los receptores son nifios o adolescentes en lista de espera y que su
situacion clinica empeora rapidamente y que no es posible que se obtenga el 6rgano de
un cadaver en un tiempo corto®.

El porcentaje anual de este tipo de trasplantes es minimo y se realiza en pocos
centros debido a las siguientes condiciones:
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o Si el trasplante indicado es lobar bilateral, se necesita de dos donantes vivos. Al
implicar a tres personas en este procedimiento; la posible morbilidad y
mortalidad se triplica.

e Silacirugia es programada se necesitan tres equipos quirargicos simultaneos

e Problemas éticos, sobre la decision de los familiares.

1.9.4 Mantenimiento y cuidados del donante.

Como ya mencionamos, la muerte cerebral desencadena una serie de
alteraciones que son consecuencia de la liberacién de catecolaminas, liberacion de
histamina, de hormonas y de otras sustancias que deben corregirse para el correcto
mantenimiento de los diferentes 6rganos hasta el momento de su extraccioén. Ademas se
requiere de la monitorizacion y cuidados para evitar la aparicion de alteraciones
hemodinamicas, la disregulacion térmica y otras alteraciones endocrino-metabolicas que
son resultado del cese de la respiracidon espontanea y que repercutiran en el éxito o el
fracaso del trasplante®”.

Se sabe que el pulmon es el 6rgano que mas rapidamente se degrada tras la
muerte cerebral, por lo que el donante debe considerase como un paciente en estado
critico, por lo que debe ser monitorizado de forma amplia, continua y deben aplicarse
los cuidados en la Unidad de Medicina Intensiva (UMI), incluyendo en las etapas de
extraccion, preservacion y preparacion hasta el momento de ser implantado™.

Los principios para el cuidado del donante son:

X4

Mantenimiento de la estabilidad hemodindmica. Hematocrito superior al 30%
Perfusion adecuada de los drganos vitales. Presion arterial media mayor de 70
mmHg y una diuresis superior a 1 cc/kg/h

Oxigenacion tisular adecuada. Gasometria con FiO, del 40%.

¢+ Correccion de los desbalances hidroelectroliticos y sanguineos. No debe
hidratarse de manera excesiva.

Mantenimiento de la normotermia.

Prevencién de infecciones.

L)

o
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1.10. Compatibilidad donante-receptor.

Una vez que se ha obtenido el pulmdn y que se ha comprobado su viabilidad
para el trasplante y que se ha seleccionado al candidato para la lista de espera, se deben
considerar una serie de criterios para determinar que paciente es el adecuado para la
recepcion de ese pulmon®”7:
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v" El receptor debe de ser compatible en grupo sanguineo ABO.

v' Se debe determinar a partir de los datos antropométricos si el pulmén tiene el
tamafio adecuado a la caja toracica del receptor. Un pulmon demasiado grande
podria impedir el cierre de la toracotomia o provocar un taponamiento cardiaco
por compresion. Si la situacion del receptor es de caracter urgente, se puede
practicar una reduccion del volumen del pulmén para ajustar su tamafio®V.

Para estandarizar el tamafio del pulmdn con respecto a la caja toracica del
receptor, se utiliza la correlacion de la edad, sexo y estatura con el célculo de la CV
te6rica®’®:

% CV hombres = (0,0600 x altura en cm)-(0,0214 x edad en afios) - 4,650
s CV mujeres = (0,0491 x altura en cm)-(0,0216 x edad en afios) - 3,590

Solo se utilizarian pulmones de mayor tamafio con respecto a la caja toracica del
receptor en trasplantes unipulmonares. En éstos se recomienda que el pulmén tenga una
CV tedrica 1,2 a 1,5 veces mayor que el receptor ©©.

1.11. Resultados del TP

La finalidad de realizar un TP o un TCP es la de prolongar la vida del paciente
con una buena calidad de la misma. Estos conceptos se evaltan al obtener los resultados
después de la técnica quirdrgica y van directamente correlacionados al tipo de trasplante
realizado, a las complicaciones de infeccion o rechazo, a la respuesta individual ante el
tratamiento inmunosupresor y aunque en menor proporcion; a la experiencia del grupo
que realiza el trasplante.

El compromiso y la responsabilidad del paciente de estar atento a ante cualquier
sintoma y de que continle su tratamiento también juega un papel importante; ya que
debe haber comprendido perfectamente su nueva situaciont.

1.11.1. Supervivencia

De acuerdo con los datos del registro de la The International Society for Heart
and Lung Transplantation (ISHLT), el indice de supervivencia media se sitda en un
promedio de 5,3afios™. La supervivencia no ajustada y sin especificar el tipo de
trasplante pulmonar es del 88% a los 3 meses, 79% al afio, 63% a los 3 afios, 52% a los
5 afos y 29% a los 10 afios. Sin tener en cuenta otros datos, el trasplante bipulmonar es
el que registra resultados a largo plazo superiores, ya que registra una supervivencia
media de 6,6 afios con respecto al trasplante unipulmonar; que registra una
supervivencia de 4.6 afos.
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En cuanto a la supervivencia en funcién al tipo de padecimiento del paciente
candidato al TP; los que padecen de FQ obtienen el mejor resultado global con una
supervivencia media de 7,1 afios; los pacientes con HTP idiopéatica de 4,9 afios. No
obstante, los resultados condicionados a la supervivencia del primer afo; el paciente con
HTP se equipara con el de FQ; con una supervivencia media de 9,3 afios mientras que
los pacientes de EPOC y FP idiopatica presentan una supervivencia media de 6,6 y 6,7
afios. Estos resultados estan relacionados con la edad del paciente al momento del
trasplante.

1.11.2.-Calidad de vida

Desafortunadamente no se disponen de parametros de evolucion de la calidad de
vida, pero la limitacion fisica para las actividades habituales y el desempefio de una
actividad laboral se utilizan como indicativos. ElI 80% de los receptores no muestran
limitaciones en su actividad diaria al afio de efectuarse el trasplante, el 14% realizan sus
tareas cotidianas con algo de ayuda y so6lo el 4% las efectan con total dependencia.

Sin embargo, debido a la frecuencia necesaria de los controles médicos,
hospitalizaciones continuas y la aparicion de algunas complicaciones provoca que el
porcentaje de los pacientes que realizan vida laboral sea bajo y en el caso de los nifios
que regresan a la escuela, el rendimiento es bajo comparado con el de sus compafieros
("8 " De éstos pacientes, el 45% no requieren hospitalizacion durante el primer afio, un
24% son hospitalizados por infecciones y un 17% se hospitalizan por rechazo.

Otras complicaciones que son frecuentes entre el periodo de uno a los tres afios
post-trasplante son la hipertension arterial de causa renal (45% y 62%), disfuncion renal
(20% y 22%), hiperlipidemia (8% y 16%), diabetes (15% y 13%) y neoplasias,
(principalmente linfoma 5% y 3%)".

La evolucion funcional después del TP uni o bilateral ha mejorado en los Gltimos
afios; se ha registrado mejoria de los parametros ventilatorios entre los 3 y 6 meses
postrasplante y una disminucion en el tiempo de recuperacion postquirdrgica inmediata,
la hipoxemia y la hipercapnia se corrigen mas rapidamente y la capacidad de soportar el
ejercicio mejora de tal forma que los pacientes pueden realizar una vida activa
practicamente normal‘’®.

1.12. Complicaciones en el TP.

Las complicaciones pueden aparecer en el periodo postoperatorio inmediato y se
les considera como precoces, otras pueden aparecer a lo largo del tiempo y se les
considera como tardias. Algunas pueden ser consecuencia del acto quirdrgico, otras son
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derivadas del érgano trasplantado, también pueden deberse al proceso de adaptacién del
organismo a su nuevo injerto o son secundarias al tratamiento inmunosupresor.

1.12.1. Complicaciones precoces.

Las complicaciones precoces mas frecuentes las podemos clasificar de la
siguiente manera:

» Atribuibles al acto quirargico.- Neumotdrax y fuga de aire persistente, derrame
pleural, hemorragia, dehiscencia o estenosis bronquial, estenosis vasculares,
lesiones nerviosas, alteraciones de la herida quirdrgica.

» Pulmonares.- Fracaso agudo del injerto, rechazo agudo del injerto, edema de
reperfusion.

» Infecciosas.- Pleurales, pulmonares y extrapulmonares, otras.

» Generales.- Inestabilidad hemodindmica o hipotensién, HTP, arritmias
cardiacas, fallo renal agudo, tromboembolismo pulmonar, coagulopatia con
diatesis hemorragica, miopatia, complicaciones abdominales, procesos
linfoproliferativos.

1.12.1.1. Atribuibles al acto quirdrgico.

Neumotdrax y fuga de aire persistente: Las causas de ésta complicacién pueden
ser pequefias lesiones durante el despegamiento del blogue pulmonar al momento de la
extraccion del injerto, bullas subpleurales y dehiscencias a nivel de la sutura bronquial.
El tratamiento indicado debe ser inicialmente conservador, manteniendo el sello de agua
por un periodo de tiempo mas largo. Raras ocasiones se requiere de una correccion
quirargica®.

Derrame pleural (DP): Se relaciona con una mayor permeabilidad capilar y con
déficit del drenaje linfatico del injerto. Este exudado seroso generalmente va
disminuyendo durante los primeros diez dias. El tratamiento consiste en mantener el
drenaje pleural hasta obtener < de 80ml de exudado/dia.

Hemorragia: Si ocurre dentro de las primeras horas post-trasplante y es de
magnitud que provoque alteracion de la estabilidad hemodindmica o restriccion
respiratoria, requiere una re-exploracion quirdrgica. Esta complicacion se asocia al
aumento del indice de la morbilidad y mortalidad post-operatora®#2).
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Estenosis bronquial: Puede ocurrir en fase temprana o tardia del postoperatorio.
Se atribuye a la isquemia de la mucosa por la pérdida de la irrigacion de las arterias
bronquiales. Esta anormalidad se puede evaluar mediante una fibrobroncoscopia o una
tomografia. Su tratamiento consiste en efectuar dilataciones endoscépicas o colocar
stents intraluminales®*2%).

Estenosis vasculares: Se presentan en aproximadamente el 29% de los pacientes
trasplantados y son diagnosticadas por medio de la ecografia transesofégica. El grado de
estenosis repercute en la evolucion clinica del paciente a corto plazo:

v’ Estenosis venosa. Los signos clinicos son inespecificos y si la estenosis es
completa, el infarto pulmonar se produce en un plazo de 4-6 horas.
Radiograficamente se puede observar un infiltrado difuso, que hay que
diferenciar con otras patologias como infeccidon, RA o LIR. Como tratamiento se
han reportado resultados aceptables con un activador del plasmindgeno; sin
embargo si se detecta que la obstruccion significativa, es preciso repararla con
angioplastia o cirugia, y en ocasiones la Unica opcion terapéutica es la
lobectomia o el retrasplante.

v’ Estenosis arterial. Es poco frecuente y la terapéutica de eleccion es similar a la
que se emplea para la estenosis venosa El diagnéstico se realiza por una
ecografia transesofagica o angiografia y aunque se puede intentar el tratamiento
con dilataciéon neumatica y endo-protesis, con frecuencia requiere correccion
quirtrgica®*®?.

Lesiones nerviosas: Los nervios frénicos pueden lesionarse durante las
maniobras de despegamiento del pulmdén nativo, principalmente en aquellas patologias
supurativas cronicas que han formado adherencias pleurales. Esto ocasiona como
consecuencia una mala mecéanica de ventilacion del paciente que dificultara el periodo
de retiro del respirador. Otra lesion comun es la del nervio recurrente izquierdo a la
diseccion del hilio homolateral, este nervio no tiene repercusién en la funcion
ventilatoria, pero su lesion provoca disfonia por paralisis de la cuerda vocal
izquierda®®.

Alteraciones de la herida quirurgica: A pesar de la inmunosupresion a la cual
estd sometido el paciente, las alteraciones en la herida quirdrgica se observan con poca
frecuencia:

v Mala fijacion del esternén. Produce dolor por secundario a la movilizacion de la

zona de la esternotomia, altera la mecanica ventilatoria y en casos extremos
puede llegar a producir una dehiscencia y desplazamiento del mismo.
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v’ Osteomielitis del estern6n. Afade inestabilidad y ademas de alteraciones de
ventilacidn, existe un alto riesgo de mediastinitis.

Por lo anterior, se deben respetar las medidas de asepsia, disminuir en lo posible
la devascularizacion excesiva y asegurar una buena fijacion del esternon®®®.

1.12.1.2. Pulmonares.

Fracaso agudo del injerto: Es el término utilizado para referirse al fallo de la
funcién y deterioro de la funcién del injerto recién implantado®®%. Se presenta dentro
de las primeras 72 horas de vida y no se conoce su etiologia, cursa de forma similar al
edema de reperfusion y no tiene buena respuesta al tratamiento. A éste se le atribuye el
30% de la mortalidad postoperatoria temprana‘®.

Rechazo agudo (RA): Es una de las complicaciones mas frecuentes en los
pacientes trasplantados y se generalmente presenta dentro de los primeros 3 meses,
aunque puede desarrollarse en cualquier momento de la vida del receptor. La
manifestacion clinica es muy inespecifica, ya que podemos tener desde pacientes
asintomaticos hasta los que presentan disnea, tos y fiebre y con radiografias de térax
que pueden estar sin alteraciones radiograficas y otras en donde observamos signos de
hipoxemia e infiltrados difusos con una espirometria que evidencia la caida de los
vollimenes y que mejoran después de semanas de tratamiento®*%).

Se manifiesta por la expresion de una respuesta inflamatoria mediada por
celulas, en donde los linfocitos del receptor reconocen al pulmén implantado como
extrafio. Se produce entonces una activacion de los linfocitos T y éstos liberan
citoquinas (especialmente IL-2), responsables de la proliferacion de las células
mononucleares y de la expresion de los HLA clase Il en el endotelio y epitelio
bronquial. Los HLA aumentan la superficie antigenica de las células del receptor
potencializando asf la reaccién inmunolégica®?.

El diagnostico se realiza a través de una biopsia transbronquial (BTB). En los
casos en los que no se pueda realizar un estudio histopatoldgico debido a la situacion de
compromiso respiratorio del paciente, se tratan los signos clinicos con dosis altas de
prednisona (500mg/Bid/3dias) y si no se observa mejoria dentro de las primeras 12
horas, se deben descartar otras causas etiolégicas de los signos clinicos® 929,

En 1995 el Lung Rejection Study Group (LRSG) estandariz6 una nomenclatura
para el diagnéstico de RA basandose en el grado de infiltracion linfocitaria. Este
hallazgo no es patognomonico, por lo que se debe realizar un lavado broncoalveolar
(LBA) con cultivo y estudio de la celularidad para descartar otros procesos patoldgicos
como la neumonia por Citomegalovirus, Pneumocystis Carinii, enfermedad
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linfoproliferativa postrasplante, problemas de preservacion, zona de biopsias previas o
posible recurrencia de la enfermedad primitiva como la sarcoidosis®:

Tabla I1: Grados de rechazo agudo
(LRSG 1995)

Grado AO No rechazo
Grado Al Minimo
Grado A2 Ligero
Grado A3 Moderado
Grado A4 Severo

El tratamiento se instaura a partir del grado A2 y se basa en la administracion de
farmacos inmunosupresores como los inhibidores de la sintesis de IL-2 (ciclosporina A,
Tacrolimus), agentes anti-mitéticos de soporte (azatioprina, micofenolato mofetil) y
corticosteroides (iniciando con metilprednisolona y luego prednisona) a dosis altas
durante los primeros 3 meses y posteriormente se van disminuyendo hasta alcanzar una
dosis de mantenimiento.

Se ha reportado que algunos hallazgos histoldgicos como la presencia de
linfocitos B, la presencia de tejido de granulacién intraluminal y la expresiéon en las
células mononucleares de los antigenos C494 y C219 asociados a los grados de rechazo
A3y A4 como factores predictores de la resistencia al tratamiento esteroideo. En estos
casos se suele aplicar terapia citolitica (anticuerpos monoclonales OKT3, globulina
antilinfocitica, globulina antitimocitica, daclizumab, basiliximab). Otros tratamientos
poco comunes son la irradicacion total linfocitaria y la fotoféresis®*%®). A pesar de todo
ello, aunque se resuelva el episodio de RA refractario, la incidencia de RC no se
modifica. De hecho, la recurrencia de episodios de RA se ha relacionado directamente
con el desarrollo de RC®?.

Edema de Reperfusion: También conocido como edema de reimplantacion,
respuesta de reimplantacién o dafio de reperfusion. Se le define como la alteracion del
parénquima pulmonar que consiste en un edema de baja presion por extravasacion de
liquido al espacio extravascular a consecuencia de la lesion de isquemia-reperfusion
(LIR) secundario al trasplante o bien a factores relacionados con la preservacion del
pulmon. También se cree que esta influido por la interrupcion del drenaje linfatico en el
pulmén implantado®":%®),

También se asocia su incidencia con el aumento del tiempo de isquemia y con la
circulacién extracorpérea (CEC).
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Cuando un tejido es sometido a un proceso de isquemia (LIR), se generan una
serie de eventos que desembocan en la muerte celular; la anoxia provoca una
disminucion de los niveles de ATP, deteniendo el metabolismo energético, se activa
entonces el metabolismo anaerobio para mantener los niveles de ATP, pero la célula
sufre una degeneracion del intercambio i6nico y de membrana y termina en un proceso
de apoptosis.

Radiogréaficamente lo observamos como un infiltrado alveolo-intersticial difuso
asociado con la manifestacion clinica de un deficiente intercambio gaseoso; que puede
ser desde una hipoxemia leve hasta un cuadro de distrés respiratorio severo.
Afortunadamente su incidencia ha disminuido notablemente con los nuevos liquidos de
preservacion con caracteristicas de liquido extracelular, bajos en potasio
(perfadex®)®1%0),

Las medidas terapéuticas que se deben adoptar, con el fin de prevenir ésta
complicacion es adoptar un adecuado protocolo de extraccion pulmonar reduciendo el
tiempo de isquemia, limitando el aporte de liquidos excesivo en el proceso de implante
y con una adecuada manipulacion del injerto. Si el edema ya esta establecido, las
medidas deben de ir enfocadas a favorecer el balance hidrico negativo con la
administracion de diuréticos y catecolaminas, cuidando siempre de la funcion renal.

Con éstas medidas de soporte, el edema suele resolverse en un periodo de 36 a 72 horas
(86,88)

1.12.1.3. Infecciosas.

Pleurales: Se trata del empiema pleural y presenta una baja incidencia del 3-5%,
probablemente asociada con la profilaxis antibidtica la vigilancia radioldgica y los
cuidados de los drenajes pleurales, con evacuacion precoz de las colecciones liquidas.
Sin embargo, cuando ésta complicacion aparece, se asocia con mortalidad importante
(") Suele producirse en los trasplantes bipulmonares favorecido por la incisién de
“clam-shell”, que permite la comunicacion entre ambas cavidades pleurales y por la
presencia de dehiscencias de la anastomosis bronquial y el mantenimiento prolongado
de los tubos de drenaje. Como en cualquier otro empiema, el tratamiento consiste en
administrar un adecuado tratamiento de antibidticos y en mantener drenada
correctamente a la cavidad pleural @800,

Pulmonares y extrapulmonares: El pulmon; al estar en contacto con el exterior
es mas susceptible a la agresion de los agentes externos, por lo que las infecciones son
dos veces mas frecuentes en receptores pulmonares que en receptores de corazon e
higado y se estima que constituyen la principal causa de morbilidad y mortalidad
postoperatoria del TP. Esta puede ser adquirida desde el pulmén donante, desde el
pulmon nativo contralateral en el caso de los trasplantes unilaterales o desde los senos
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paranasales y/o las vias aéreas superiores, ademas de los factores de la exposicion
exterior y los que favorecen a la infeccion como la inmunosupresion, la denervacion del
pulmén trasplantado con depresion del reflejo tusigeno y abolicién del reflejo
mucociliar, y la interrupcion del drenaje linfatico®®.

Segun el germen causal pueden clasificarse en:
v’ Bacterianas.

La neumonia bacteriana es la infeccion més frecuente y aparece hasta en un 66%
de los pacientes con TP y generalmente aparece dentro de las primeras dos semanas
después de la cirugia. Con tratamiento adecuado de antibiéticos durante los primeros 10
dias post-trasplante, la cifra de los pacientes afectados puede reducirse hasta en un
10%."%?). Los gérmenes aislados con mayor frecuencia son la Pseudomona aeruginosa,
el Staphylococus aureus y el Haemophylus influenzae%®.

Otra infeccion tuberculosa es rara, pero es mas comin que se presente en la
poblacion de TP, por lo que seria necesario realizar en éstos pacientes la
quimioprofilaxis adecuada durante 9 a 12 meses con el farmaco adecuado%?.

La bronquitis bacteriana representa el 25% de las infecciones en lospacientes
trasplantados y es mas frecuente en aquellos que padecen de FQ y es favorecida cuando
el paciente es portador de una protesis endobronquial o por un RC, contribuyendo al
desarrollo de bronquiectasias en la BO™®).

La mediastinitis es una grave complicacion, que aparece con mayor frecuencia
tras disecciones amplias del mediastino como en los TCP o cuando aparecen
dehiscencias de la anastomosis respiratoria. También, aunque en raras ocasiones aparece
como a una osteomielitis esternal .

v" Virales.

La infeccion por Citomegalovirus (CMV) es la segunda infeccion mas frecuente
en el paciente con TP, generalmente se manifiesta de 1 a 4 meses tras el TP y no todos
los pacientes infectados desarrollan la enfermedad™®®. Su incidencia y prevalencia esta
relacionada directamente con el estado seroldgico del receptor y del donante, y del
tratamiento inmunosupresor. La neumonia es la manifestacion mas comin de ésta
infeccion con signos de con fiebre, tos, deterioro respiratorio e infiltrados difusos en la
Rx, planteando muchas veces la necesidad de un diagnéstico diferencial con un RA. Sin
embargo, también puede manifestarse de forma insidiosa como hepatitis, gastroenteritis,
colitis, retinitis, o un cuadro generalizado con importante postracion. El diagnostico
puede realizarse por serologia, deteccion de virus en la BTB o en el lavado
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broncoalveolar, y se ha asociado con una mayor incidencia de RC. El tratamiento con
ganciclovir es el mas eficaz y puede utilizarse como profilactico a partir del dia 10
postoperatoriot%71%®).

Otros virus que pueden afectar al paciente con TP son el Herpes; no presenta
problematica excesiva debido a la eficacia del tratamiento con Aciclovir, el virus
sincitial respiratorio, paramixovirus y el virus de Epstein-Barr. Este Gltimo se le ha
asociado con procesos linfoproliferativos y relacionados al RC®¢109112)

v" Micoticas

Este tipo de infecciones pueden ocurrir en el periodo postoperatorio temprano o
tardio, las mas frecuentes son las producidas por Candida albicans o Aspergillus spp.

La candidiasis neumonica es rara, pero si se produce puede ser fatal. Puede
provocar mediastinitis, aneurismas micéticos e infeccion diseminada. El tratamiento es
con fluconazol o anfotericina B.

La Aspergilosis aparece entre el 20% y 40% de los receptores pulmonares con
una presentacion clinica de la enfermedad en el 25-60% de los pacientes infectados. La
variedad mas comunmente aislada es el Aspergillus fumigatus y se caracteriza por una
bronquitis ulcerativa o pseudomembranosa, neumonia y también puede ser diseminada;
provocando una estenosis del arbol respiratorio debida al proceso inflamatorio que
produce y en su forma ulcerativa propiciar la aparicion de una fistula broncoarterial con
hemoptisis masiva y un mal prondstico. El diagnostico se realiza por fibrobroncoscopia,
aislando el hongo de las lesiones ulcerativas y de las aspiraciones y el tratamiento es a
base de itraconazol y anfotericina B y como tratamiento profilactico se puede utilizar el
fluconazol y aerosoles de anfotericina BE®.

v" Otras infecciones.

La infeccion por Pneumocystis carinii supone un grave riesgo para los pacientes
inmunodeprimidos. La mortalidad asociada a la neumonia por este germen es
considerable y por ello es obligada la profilaxis con cotrimoxazol desde el dia 15
posttrasplante y que ha demostrado una alta efectividad®®.

Finalmente, hay que tener en cuenta las enfermedades infecciosas segun el area

geografica, por ejemplo en Espafia se han reportado casos de Leishmaniasis en
pacientes trasplantados**?.
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1.12.1.4. Generales.

Inestabilidad hemodinanica o hipotension: Es frecuente sobre todo cuando hay
sangrados importantes y al utilizar CEC debido a la disminucion de las resistencias
periféricas. En estos casos la necesidad de mantener balances hidricos negativos para
minimizar el edema pulmonar por reperfusion agrava mas el problema, por lo que es
necesario realizar un balance hidrico estricto asociado a la administracion de farmacos
inotrépicos y vasoactivos. A los pocos dias después de la cirugia los pacientes logran
estabilizarse. Se ha relacionado con la liberacidn por parte de los leucocitos y plaquetas
de citoquinas y otros factores humorales®®.

Hipertension pulmonar: Puede ser producida tras la reestructuracion de la
hemodinamica del circuito pulmonar o por la implantacién de pulmones mas grandes
qgue aumentan la presion intratoracica causando una alteraciéon del retorno venoso. Se
debe monitorear si los pacientes presentan elevaciones de las cifras de la presion arterial
pulmonar durante las primeras 48 horas postrasplante, especialmente si presentan edema
de reperfusion ya que esta hipertension puede afectar al mantenimiento hemodindmico
general del paciente y, en ocasiones es preciso emplear PGE; y NO®®.

Arritmias cardiacas: Las mas frecuentes son las ventriculares como la
fibrilacién o el flutter auricular. Podrian estar relacionadas a la manipulacion quirurgica
y a las suturas de la auricula izquierda®**,

Fallo renal agudo: Probablemente a causa de las variaciones del flujo
plasmatico renal al que es sometido el paciente durante el trasplante, sumado a la
sobrecarga y a la toxicidad de los farmacos que estos pacientes requieren. En algunos
casos puede ser necesario realizar diélisis transitoria hasta estabilizar al paciente™®.

Tromboembolismo pulmonar (TEP): Es una complicacién de gravedad extrema,
y los pacientes con TP son considerados de alto riesgo para el desarrollo de trombosis
venosa profunda. La profilaxis debe ser muy rigurosa a base de anticoagulantes de bajo
peso molecular (heparina, henoxaparina) y maniobras fisicas como la movilizacion y
compresion elastica de las extremidades inferiores ademas de la vigilancia de los
catéteres hasta el inicio de la deambulacion del paciente. Puesto que en el pulmon
trasplantado no existe circulacion bronquial, se ha estimado un 12% de incidencia de
TEP en pacientes con TP y TCP con una mortalidad de hasta el 42%®®.

Coagulopatias: Aparecen con mayor frecuencia en aquellos pacientes que han
tenido hemorragias importantes y/o sometidos a un mayor tiempo de CEC y que han
requerido de politransfusiones debido al exceso del consumo de factores de
coagulacién. El tratamiento es de sostén, a base de la administracion de plasma y de
factores de la coagulacion®?,
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Miopatia: Aparece al parecer como consecuencia de multiples mecanismos, sin
embargo se le ha relacionado sobre todo con el empleo crénico y/o a altas dosis de
corticoides y al uso de los relajantes musculares. No se le considera una complicacion
seria y suele ser reversible a medio plazo tras reducir la dosis de esteroides. Cuando la
miopatia postoperatoria es severa, los pacientes sufren de insuficiencia respiratoria
cronica por una disfuncién del metabolismo oxidativo del musculo-esquelético que
persiste a pesar de la mejora en la oxigenacion tras el TP, prolongando la necesidad de
una larga ventilacion mecéanica que demora la recuperacion del paciente, favorece las
infecciones y ocasiona de forma indirecta una mayor morbilidad y mortalidad®®.

Complicaciones abdominales: Entre las comunes tenemos al ileo paralitico
prolongado, la isquemia intestinal, la colitis, la perforacion de colon y la colelitiasis.
Son las responsables de hasta un 22% de las muertes postrasplante y, en el caso de
perforacion de colon, la mortalidad se incrementa hasta en un 50% a pesar del
tratamiento quirargico. En pacientes con FQ, la incidencia de estas complicaciones es
mayor y el cuadro mas comun que presentan es la obstruccién intestinal distal. Por ello,
aunque no exista ingesta oral, deberd mantenerse un tratamiento a base de
administracion oral de enzimas pancredticas a la mitad de la dosis habitual, asociado
con agentes mucoliticos como la acetilcisteina®.

1.12.2. Complicaciones tardias.
1.12.2.1. Procesos linfoproliferativos o neoplasicos.

Como ya hemos mencionado, éstos procesos han sido relacionados con el virus
de Epstein-Barr, aunque su papel no ésta aun bien definido. Ademaés se ven favorecidos
por el tratamiento inmunosupresor. Se puede presentar como una proliferacion
policlonal de linfocitos lentamente progresiva hasta un proceso proliferativo
monoclonal de alta malignidad. Este proceso suele no afectar al SNC y responde a la
reduccidén del tratamiento inmunosupresor o extirpacién de la masa en los casos en que
el proceso esté localizado También puede utilizarse quimioterapia convencional y
aciclovir. En los casos de falta de respuesta, la supervivencia es inferior a 6 meses®®.

1.12.2.2. Rechazo cronico (RC) y Bronquitis obliterante (BO).

La BO es un proceso fibroproliferativo que provoca la obliteracion de la via
aérea y la fibrosis del injerto, se le considera como la manifestacion principal del RC y
continta siendo el talon de Aquiles para los pacientes receptores y los médicos
especialistas en el TP, provocando una baja supervivencia a largo plazo en comparacion
con el trasplante de otros érganos sélidos. Su indice de incidencia dentro de los dos
primeros afos es alta, pero los pacientes que no la presentan permanecen siempre en
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riesgo acumulativo del 60-80% entre los 5 y 10 afios postrasplante representando asi la
principal causa de muerte de los pacientes con TP pasado el primer afio de la cirugia®.

Es indetectable en la fase-preclinica y no existe tratamiento satisfactorio. En su
fase inicial, la enfermedad es de caracter insidioso, con disnea progresiva, tos y muchas
veces se asociada con una colonizacion de la via aérea por Pseudomona aeruginosa
produciendo brotes recurrentes de bronquitis purulentas.

Su diagnoéstico por medio de histopatologia tiene una sensibilidad < al 17% y los
hallazgos sugieren que existen dos procesos distintos allegados uno del otro; por una
parte existe una inflamacion de las estructuras bronquiolares de origen inmune y/o
infeccioso que conduce a una respuesta fibroproliferatriva de los bronquiolos y
bronquio de la via aérea de mayor tamafio con progresiva obstruccion y fibrosis del
injerto y se le considera activa si se acompafia de infiltracion linfocitica peribronquiolar
o0 inactiva si la infiltracion es escasa o ausente. Y por otro lado, los episodios previos de
RA son el factor de riesgo mas importante para el desarrollo de la BO; ademas de la
asociacion con la neumonia citomegalica, la bronquitis linfocitica, la isquemia de la via
aérea y el sistela HLA entre el donante y el receptor®**9),

El hallazgo de la bronquitis linfocitica o de inflamacion linfocitica no fibrosante,
precedida por episodios de RA; debe alertar al clinico hacia un posible cambio de
tratamiento inmunosupresor, ya que se le asocia a un incremento del riesgo para
desarrollar BO.

Dada ésta problemaética, se utiliza la caida del FEV; < al 80% del pico obtenido
después del trasplante sin causa no justificada para clasificar a la BO clinicamente:

Tabla I11; Clasificacién clinica de la BO

Grado 0 FEV,> 80% del basal
Grado 1 FEV,=66-79%
Grado 2 FEV;=51-65%
Grado 3 FEV;<50%

Una vez establecido el diagnostico, la enfermedad puede seguir un curso lento y
progresivo o estacionarse, bien de forma espontanea o como respuesta al tratamiento
que consiste en aumentar la inmunosupresion, pero no existen evidencias que hayan
demostrado alguna eficacia. Se considera que es efectivo si se consigue ralentizar la
caida de la funcién pulmonar o por lo menos estabilizarla, ya que la mejoria es poco
probable 2119,
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1.12.2.3. Toxicidad farmacoldgica.

Esta depende de cada farmaco y paciente en particular. Los pacientes
trasplantados deben recibir un tratamiento inmunosupresor de forma crénica, esto
asociado a la inestabilidad hemodinamica propia del proceso de trasplante, aumenta la
probabilidad de sufrir de infecciones, procesos linfoproliferativos y otros procesos
adversos:

Tabla IV: Toxicidad farmacolégica (inmunosupresores)
Farmaco Efectos adversos

Hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, hipotricosis, hipertension,

e B! temblor, hiperplasia gingival, fatiga, transtornos Gl

Nefrotoxicidad, hipertension, taquicardia, angina de pecho,

Tacrolimus . .
leucopenia, transtornos Gl, diabetes

Hepatotoxicidad, mielosupresidn, riesgo de neoplasias, vomito,

Azatioprina )
nauseas
Micofenolato Anorexia, gastritis, diarrea, leucopenia, aumento de FAS

Nefrotoxicidad, edema periférico, hipercalcemia, cefalea,
hipersensibilidad, transtornos Gl

Blogqueadores de IL-2

Sindrome de Cushing, diabetes, HTA, necrosis 6sea, Retraso
Esteroides de la cicatrizacidn, debilidad muscular, alteraciones del sodio,
retncion de liquidos, amenorrea, retraso del crecimiento, etc.
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2. La Terapia con Ozono

El ozono (O3) es una molécula gaseosa inestable, natural, de olor agrio y esta
compuesto de tres atomos de oxigeno, generalmente es incoloro, pero en grandes
concentraciones puede verse ligeramente azulado. Se encuentra de manera natural en la
estratosfera y puede olerse durante las tormentas eléctricas; ya que la descarga de los
rayos entre las nubes y la tierra, catalizan la formacion de ozono a partir del oxigeno
atmosferico.

2.1.-Descubrimiento del ozono y su historia en la medicina

El Ozono fue descubierto por Christian Friedrich Schonbein en 1840; mientras
trabajaba con una bateria de voltaje en presencia de oxigeno, aparecié un gas de olor
acre penetrante: una especie ‘“‘super-activa de oxigeno” que pensé que podia ser
utilizado como desinfectante™??.

El quimico Werner VVon Siemens, dio a conocer el concepto de que el ozono se
deriva del oxigeno; al inventar la stper induccion de tubo, que consta de dos electrodos
interpuestos en una placa fija a una alta tension, que en presencia de oxigeno podria
generar una capa de ozono. Gracias a este descubrimiento, se hizo posible la fabricacién
del generador de ozono para su utilizacion. Actualmente los generadores de ozono se
utilizan para usos industriales de desinfeccién del agua, ya que posee una potente
actividad bactericida, sin embargo no se ha prestado la suficiente atencion a las
aplicaciones médicas“*?.

Entre las primeras aplicaciones del ozono dentro del campo de la medicina fue
para el tratamiento de la gangrena post-traumatica en soldados alemanes durante la
primera guerra mundial, que dio paso a la invencion de un ozonizador médico fiable por
el fisico Joachim Hansler, estimulado por la falta de antibioticos y por las propiedades
bactericidas del ozono™?”,

Posteriormente el dentista suizo E. A. Fisch fue el primero en utilizar el ozono,
cuando tuvo que atender al cirujano E. Payr por una pulpitis gangrenosa, dandose
cuenta de la eficacia del tratamiento con ozono en la cirugia. Sus resultados fueron
informados en el 59th Congreso de la Sociedad Alemana de Cirugia en Berlin, en 1935;
indicando que ademas es una terapia tolerable, con resultados positivos en el 75% de los
pacientes, y que ademas el método de utilizacion es sencillo, higiénico e inocuo como
algunas de sus ventajas™??.

En 1936, el médico francés P. Aubourg propuso el tratamiento via rectal con O3
para el tratamiento de la colitis cronica y las fistulas. Y el Dr. Payr fue el primero en
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utilizar el tratamiento con O3 via intravenosa. Esta Ultima via de administracion esta
prohibida en los Estados Unidos desde 1984, debido a que la administracion de ozono
directamente por via IV se asocia al riesgo de provocar la muerte por embolismo
gaseoso pulmonar; este hecho, aunado con la hipotesis de la toxicidad que provoca la
exposicion al 0zono, ha influido negativamente para el desarrollo de la ozonoterapia®?”.

2.2.-Propiedades fisicas y quimicas del ozono

Como ya se menciono, la capa de ozono se encuentra en la estratosfera,
aproximadamente a 22km de la superficie terrestre y puede alcanzar una concentracién
maxima de 10 partes por millon volumen (ppmv), equivalente a 10mcg/ml. Esta capa
absorbe la mayoria de la radiacion ultravioleta (menor a 290nm) emitida por el sol
protegiendo los sistemas biolégicos de la tierra®?Y.

El ozono es una molécula gaseosa natural inestable, compuesta de 3 4&tomos de
oxigeno, con una densidad de 2.140kg/m® y una masa molecular de 47.998g/mol. Tiene
una estructura ciclica con una distancia entre los atomos de oxigeno de 1.26 d y existe
en varios estados mesoméricos en equilibrio dinamico, con una solubilidad en agua de
0.105g/100mI®2Y).

Es el tercer agente oxidante, después del fluor y el persulfato; formado de
oxigeno puro sometido a muy altos gradientes de voltaje de un proceso endotérmico
generado por los electrodos del tubo de siemens y su vida depende de la temperatura y
presidn atmosférica, lo que hace imposible su almacenamiento.

L]

Fig. 1: Reaccion natural de formacién de ozono

2.3.-El ozono ambiental y su toxicidad

En la atmosfera terrestre; la radiacion ultravioleta y las cianobacterias
catalizaron la produccién del ozono cuando el oxigeno ambiental comenz6 a aumentar.
El equilibrio de este mecanismo es constante; sin embargo, ha sido subvertido durante
los Gltimos afios debido al aumento progresivo de los contaminantes derivados de los
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clorofluorocarbonados (CFCs) dispersados en el ambiente*??, provocando una
destruccidon excesiva del ozono y causando el adelgazamiento de la capa protectora de la
estratosfera y el famoso “agujero del antartico”™?).

Por otro lado, el aire de la troposfera ha sido peligrosamente contaminado
debido a las emisiones de mondxido de nitrogeno (NO), dioxido de nitrégeno (NO,),
monoxido de carbono (CO), metano (CHy,), acido sulfurico (H.SO,) y otros compuestos
acidos por los procesos industriales, el trafico vehicular, etc., favoreciendo el aumento
de las concentraciones de ozono hasta 0.1ppmv 0 mas, las cuales deberian ser 300 veces
menor que en la estratosfera.

La mezcla del ozono localizado en la
troposfera, mezclado con los compuestos de
smog de las grandes ciudades, se ha
convertido en el principal agente toxico de
los pulmones, ojos, nariz y en menor medida
la piel®®1®)_ Esta problemética ha apoyado
el dogma de que el ozono es siempre toxico y
no puede ser utilizado como agente
terapéutico, sin embargo recientes hallazgos
de que los leucocitos humanos activados
pueden producir ozono, son de extrema
importancia en situaciones normales y
patoldgicas?7128).

e,

Fig. 2: Localizacion del ozono ambiental

Tabla V: Efectos téxicos del ozono

Concentracion de Os

: Efectos toxicos
en aire (ppmv)

0.1 Lagrimeo e irritacion de las vias respiratorias superiores.

Rinitis, tos, dolor de cabeza,nauseas ocasionales, vomitos.

1.0-2.0 Los sujeros predispuestos pueden desarrollar asma.

Aumento progresivo de la disnea, espasmo bronquial, dolor
retrosternal.

2.0-5.0 (10-20 min)

Edema pulmonar agudo, ocasionalmente paralisis

5.0 (60 min) respiratoria.

10.0 Muerte en 4h.

50.0 Muerte en minutos
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La gravedad de los signos patoldgicos por la intoxicacion del ozono, estan
relacionados con la concentraciéon de ozono y el tiempo de exposicion. Estos efectos se
empeoran si se aspira el 0ozono mezclado con aire contaminado con compuestos &cidos,
ya que la capacidad amortiguante y antioxidante de los fluidos que cubren al tracto
respiratorio (RTLFs) es muy débil. El tratamiento para el paciente intoxicado es la
aspiracion oxigeno humidificado, con una administracion endovenosa lenta de acido
ascorbico y glutation reducido (GSH) disueltos en solucién de glucosa al 5%,

2.4.-Produccidén de ozono para la practica médica y su dosificacion

El ozono, debido a sus propiedades; solo debe producirse cuando sea necesario y
utilizarse inmediatamente. El generador de ozono que se utilice debe ser seguro, no
toxico y reproducible; fabricado con materiales resistentes al ozono como el acero
inoxidable inox 316L, titanium puro grado 2, vidrio pyrex, teflon, viton y poliuretano vy,
que se permita medir en tiempo real la concentracién del ozono por medio de un
fotémetro fiable™*.

Un generador médico de ozono estd compuesto de 2-4 tubos de alto voltaje,
conectados en series para un programa electronico, capaz de establecer voltajes
diferentes (4000-13000 volts). En el sistema definido como la “corona de descarga” del
ozonador, el ozono es sintetizado cuando el oxigeno pasa a través del espacio entre el
alto voltaje y una superficie de electrodos, que crean un campo de energia. La energia
de la descarga eléctrica permite romper las moléculas de oxigeno en atomos; y el exceso
de éstos forman la molécula triatdbmica de ozono. El generador debe ser alimentado con
oxigeno puro medicinal, y en la boquilla de suministro, se obtiene la mezcla final de
gas, compuesta por 5% de ozono y 95% de oxigeno, que puede ser colectado por una
presion ligeramente positiva. Para fines médicos, el aire no puede ser utilizado, ya que
contiene 78% de nitrdgeno y la mezcla final de gas contendria una cantidad variable del
altamente toxico NO™,

Alto a
Voltaje Ozono / -

Electrodo

Oxigeno
4 .
= 4
|
Electrodo
Dieléctrico

Fig.3: Corona de descarga

El ozono no puede ser liberado en el ambiente; para seguridad de los pacientes y
del personal médico, debe contarse con un destructor de ozono y un aspirador que
permita un adecuado cambio de aire. También se debe utilizar un monitor analizador
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con luces de advertencia y una alarma que indiquen cualquier contaminacion. La
organizacion mundial de la salud (WHO) permite trabajar por periodos de 8 horas,
cuando la concentracion del ozono es de 0.06ppmv (0.12mcg/L).

Tuberia
de Oxigeno

Regulador de

Tanque de Oxigeno
Oxigeno —
Su G o
de Ozono
| —
Tuberia de
Ozono
Analizador de Ozono
— OLA/DS Jeringa de Vidrio
s o (o)
k Puerto de Jeringa
Puerto de L'- Activo
Jeringa Inactivo
/ Wl Destructor de Jeringa
Ozono Integrado Desechable

Fig. 4: Diagrama de instalaciones para ozonoterapia

2.4.1. La concentracion de ozono

La ozonoterapia se basa en el postulado de que es una droga real; por lo tanto;
para que el tratamiento progrese, la dosis debe ser cuantitativamente precisa. Esto hace
indispensable someter al generador a periodos de mantenimiento y control por
valoracion iodométrica del fotémetro®?.

El generador médico normal distribuye concentraciones de ozono de 1 a 70-
100mcg/ml. La concentracion esta determinada por tres parametros:

1. Elvoltaje: La concentracion final de ozono aumenta con el voltaje, aungue no de
manera proporcional.

2. El espacio entre los electrodos: esto sirve para modular un aumento gradual de
la concentracion de ozono.

3. El flujo de oxigeno: que esta expresado como un volumen de litros por minuto
(L/min) y normalmente puede ser regulado de 1-10L/min. La concentracion de
ozono es directamente proporcional al flujo de oxigeno; por lo tanto por unidad
de tiempo, cuanto mayor sea el flujo de oxigeno, menor sera la concentracion de
0Z0No Y Viceversa.

El criterio para calcular la dosis de o0zono es el siguiente:

(A) El volumen total de la mezcla de gas compuesta por 0zono y oxigeno.
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(B) La concentracion de ozono expresada como mcg/ml.
(C) La presion barométrica (mmHQ), si es diferente de la normal. Por razones de
seguridad, se aconseja evitar la presion hiperbérica.

La dosis total de ozono es equivalente al volumen de gas (ml) multiplicada por
la concentracion de ozono (mcg/ml)

Como un ejemplo; si utilizamos un volumen de 100ml de sangre y el equivalente
de gas (1:1); con una concentracion de ozono de 40mcg/ml, la dosis total de 0zono es:
100x40=4000mcg 6 4.0mg™3?.

2.5.-Mecanismo de accion del ozono

Cuando se administra ozono a un paciente, se desencadenan diversas reacciones
bioguimicas, farmacoldgicas, inmunolégicas y posiblemente psico-neuroldgicas.

Aunque gracias al oxigeno podemos vivir, este gas desencadena un efecto
negativo a largo plazo, ya que la respiracion celular permite la formacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), entre las cuales el radical hidroxilo (OH"), es uno de los
compuestos mas destructivos de las enzimas y ADN. EIl ser humano en reposo produce
alrededor de 5g de anién superoxido (O3); el cual es producido en la mitocondria por
los complejos I 'y I1'y es el precursor de varias moléculas de radicales™"**?. Otras ROS
como el peréxido de hidrégeno (H20,), el acido hipocloroso (HCIO) y el 6xido nitrico
(NO) son generados continuamente en pequefias cantidades por las oxidasas y
mieloperoxidasas, y tienen un papel esencial en la defensa contra organismos
patégenos. Por otro lado, el envejecimiento, los desérdenes metabolicos (diabetes,
aterosclerosis, degeneracion celular, etc.) pueden empeorar debido a una produccién
excesiva de las ROS. Ir6nicamente, la falta parcial de oxigeno (hipoxia), observable en
las enfermedades vasculares isquémicas, representa la causa de muerte por infarto
cardiaco o choque. Ademas la hipoxia aumenta la metastasis neoplasica y conlleva
finalmente a la muerte®,

El ozono se disuelve facilmente en la parte acuosa del plasma, en los fluidos
extracelulares, y en la ligera capa de agua que cubre la piel, la mucosa del tracto
respiratorio, intestino, vagina, etc., a una temperatura, presién atmosférica y presion
relativa normal. Posteriormente, debido a su alta solubilidad, reacciona inmediatamente
con las biomoléculas y iones presentes en los fluidos biol6gicos: antioxidantes,
proteinas, carbohidratos y principalmente acidos grasos poliinsaturados (PUFAS),
presentes también en las membranas celulares y/o lipoproteinas que estan protegidas por
antioxidantes y albtmina®331%%,
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La reaccion del ozono con estas moléculas implica el desarrollo de varios
procesos fundamentales que se desencadenan al mismo tiempo. Algunas de las dosis de
ozono se consumen durante la oxidacion del acido ascérbico (CgHgO6), acido urico
(CsH4N403), sulfhidrilo (SHY), grupos GSH (formas reducidas de glutation), proteinas y
glicoproteinas presentes en el agua del plasma. La otra reaccion fundamental es la
conocida como “peroxidacion lipidica”. En el ambiente hidrofilico del plasma, un mol
de un acido graso poliinsaturado (particularmente acido araquidénico transportado por
la albimina o presente en el plasma, triglicéridos y quilomicrones) y un mol de ozono
dan lugar a dos moles de aldehidos y un mol de peréxido de hidrégeno2*%).

Estas reacciones completadas dentro de segundos, consumen el total de la dosis
de ozono que genera peroxido de hidrogeno y una gran variedad de aldehidos conocidos
como productos de la oxidacion lipidica (LOPS).

H H R\ R’
>=< +03 +H0 s /—0 + 0 +Hy0,
R R’ H H

Fig.5: Formacion de peroxido de hidrégeno a partir de la administracion de ozono

Por lo tanto, debe de quedar claro que algunas de las dosis de o0zono son
neutralizadas por los antioxidantes presentes en el plasma y solo la reaccién con los
PUFA’s es la responsable de los efectos biologicos y terapéuticos, lo que define que una
dosis muy baja de ozono es inefectiva. Por otra parte, después de la ozonizacion de la
sangre, la capacidad antioxidante del plasma disminuye en un 30% después de 5
minutos, pero regresa a valores normales durante los siguientes 15 minutos debido a la
rapida reduccion de los antioxidantes oxidados operados por los eritrocitos****"). Esta
observacion enfatiza que incluso con dosis de ozono tan altas como 80mcg/ml gas por
ml de sangre, la capacidad antioxidante del plasma puede ofrecer proteccion a las

células sanguineas?.
Fig.15: Induccidn del estrés oxidativo transitorio y
controlado por los antioxidantes de la sangre

Las ROS incluyen varios

. g - OZONO
radicales como el anion superéxido

(02), monoxido de nitrogeno (NO), PLASMA

peroxinitrito  (O=NOO’), el vya 4 ops -

mencionado radical hidroxilo y otros
componentes antioxidantes como el
per6xido de hidrogeno y é&cido
hipocloroso (HCIO). Todos estos
componentes son  potencialmente
citotoxicos™# 1) pero con una vida
media muy corta (normalmente una
fraccion de segundo) y el plasmay las
células tienen antioxidantes capaces
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de neutralizarlos si sus concentraciones no rebasan su capacidad antioxidante. Este
concepto enfatiza el por qué la dosis de 0zono debe ser precisa y bien calibrada contra la
capacidad antioxidante y de ese modo la sangre sea capaz de desencadenar reacciones
(tiles sin provocar cualquier dafio®?®.

Los LOPs generados después de la peroxidacion de una gran variedad de
PUFA’s, son heterogéneos y representan los radicales peroxil (ROO), hidroperoxidos
(R-OOH) y un complejo aldehidico mixto llamado malonildialdehido (MDA) y
alquenos, entre ellos el 4-hidroxi-2,3 transnonenal (4-HNE), que es potencialmente
citotoxico. La cantidad de LOPs se puede controlar mediante el uso de concentraciones
precisas de 0zono, exactamente relacionadas con el volumen sanguineo y la capacidad
antioxidante, para alcanzar una gran cantidad de efectos bioldgicos no alcanzables con
una sola droga®V.

Las ROS son producidas durante un corto periodo de tiempo, en el que el ozono
estd presente y facilmente producen efectos bioldgicos en la sangre, mientras que los
LOPs, que son simultdneamente producidos, tienen un tiempo de vida méas largo y a
través del sistema vascular alcanzan préacticamente todos los érganos en donde ellos
podran desencadenar mas tarde los efectos?.

Tan pronto como el ozono se disuelve en el agua plasmatica y reacciona con los
PUFA’s, las concentraciones de las ROS (principalmente el H,O,;) comienzan a
incrementar, pero con la misma rapidez, disminuyen porque se asocian rapidamente a
las difusas moléculas existentes dentro de los eritrocitos, leucocitos y plaquetas, donde
se disparan varias vias bioquimicas. Este aumento de las ROS no representa toxicidad
para la célula, porque al mismo tiempo el plasma y el liquido intracelular se someten a
una reduccion de agua gracias a la presencia de poderosas enzimas antioxidantes tales
como la catalasa, glutation peroxidasa (GSH-Px) y glutation libre reducido (GSH).
Quizéas durante unos pocos segundos, el gradiente quimico de las ROS, entre el plasma
y el liquido intracelular ha sido estimado en un rango de 1 a 5uM equivalente a un 10%
de su concentracion plasmatica, el cual evita cualquier toxicidad™™*%. La presencia
transitoria de las ROS en el citoplasma, significa que actian como mensajeros quimicos
del ozono y que su nivel es critico: debe estar por encima de cierto umbral para ser
eficaz pero no demasiado alto para ser nocivo. En estudios realizados con sangre
humana expuesta a concentraciones de ozono que van de 20 a 80mcg/ml por ml de
sangre, el proceso de generacién de las ROS, difusion y reduccion fue siempre
encontrada extremadamente transitoria®*®**>**") Incluso se considera a estas moléculas
como un elemento fisiolégicamente omnipresente en el cuerpo®4:49,

Por otra parte, las ROS son reconocidas como moléculas de sefalizacion

intracelular, capaz de activar una tirosin-kinasa, la cual fosforila un factor de
transcripcion nuclear (NFkPB) que permite la sintesis de numerosas proteinas
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diferentes™*®*%Y. Basicamente las funciones de las ROS por oxidacion de cistefnas,
actuan sobre las céelulas mononucleares de la sangre, en plaquetas, en células
endoteliales y en eritrocitos46147:152157)

Las ROS que entran en los eritrocitos, casi inmediatamente son reducidas a agua
e hidroperdxidos a expensas de GSH. La enorme masa de eritrocitos puede limpiar
facilmente las ROS en 10-15 min y reciclar de nuevo antioxidantes oxidados de forma
reducida®®?. Mientras la glutation reductasa (GSH-Rd) utiliza la reduccién de
nicotinamida adenin dinucleotido fosfatasa (NADPH, esta coenzima sirve como un
electrén donante para varias reacciones bioquimicas) para reciclar glutation oxidado
(GSSG) a su nivel original de GSH, el NADP oxidado es reducido después de la
activacion de la via de la pentosa fosfato, de los cuales la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (G-6PD) es la enzima clave. Asi la glicolisis es acelerada con un
consecuente incremento de niveles de ATP. Por otra parte, la reinfusion de eritrocitos,
por un corto periodo, mejora la entrega de oxigeno dentro de los tejidos isquémicos
porque de un cambio a la derecha de la curva de disociacién de oxigeno-hemoglobina
debido a una leve disminucién de pH intracelular (efecto de Bohr) y/o un incremento de
niveles de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)™*%.

P Sustratos
Objetive ificaci i
je mensajeros Modificaciones funcionales
= Eritrocitos: Entrega de oxigeno mejorado
d
/'/'-1 ROS \\—+ Leucocitos: Activacidn inmune
a = Plaguetas: Liberacion de autacoides y
0ZONO 5 . factores de crecimiento
= -

B ) Endotelio: Aumento de la liberacidn de NO

i LOPS Médula dsea: Generacidn de eritrocitos superdotados,
~ liberacidn de células madre

Otros organes: Regulacion positiva de Q5P y
enzimas antioxidantes (ozonotolerancia)

Fig.7: Efectos de los productos del estrés oxidativo inducido por la ozonoterapia

Existe una amplia literatura con respecto a la citotoxicidad de los LOPs®®?.

Estos compuestos cuando se prueban ya sea en cultivos de tejido, o examinados en el
contexto delicado del sistema respiratorio, son toxicos incluso a una concentracion de
1uM. Sorprendentemente, las concentraciones submicromolares (0.01-0.5um) probados
en varios tipos celulares, pueden estimular la proliferacion y tener (tiles actividades
bioquimicas. Estos hallazgos llevan a creer que la toxicidad de los productos lipidicos
ozonizados depende de sus concentraciones finales y tejido-localizacion, de modo que
pueden actuar como dafiinos o ser (tiles sefiales‘®*%®). La sangre en comparacién con
los pulmones, es un “tejido” mucho mas resistente al ozono, sin embargo, cuando se
reinfunde sangre ozonizada a pacientes con degeneracion macular (ARMD), los LOPs
desaparecen de la sangre en un tiempo aproximado de 4.2 + 1.7min. Por otra parte, en
muestras de sangre ozonizada cultivada in vitro, los niveles de los LOPs dificilmente
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disminuyen durante las siguientes 2h, observando la toxicidad de los mismos en los
cultivos celulares estaticos, o que ha hecho hincapié en el papel de la degradacion
enzimética y la captacion hepética; haciendo irrelevante la toxicidad de LOPs in vivo
para los siguientes procesos®®”:

1. Formacién de productos de adicion de albumina-4-HNE®®®).
2. Dilucién de compuestos en la sangre y fluidos corporales.

3. Neutralizacion de LOPs.

4. Detoxificacion de LOPs!68169).
5. Excrecion de LOPs dentro de la orina y bilis®"?.
6. Bioactividad sin toxicidad.

Para un punto de vista farmacocinético, los vestigios de las cantidades de LOPs
pueden reaccionar con todos los érganos, particularmente con la médula dsea y SNC.
Los LOPs son extremadamente importantes informadores de células de un minimo y
calculado estrés oxidativo, provocando una respuesta adaptativa. Con respecto a los
eritrocitos, los LOPs pueden influir en el linaje eritroblastico que permite la generacion
de células con caracteristicas bioquimicas mejoradas. Esos “eritrocitos mejorados”,
debido a una induccién de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, un elevado contenido de
2-3-DPG y enzimas antioxidantes, son capaces de distribuir una mayor cantidad de
oxigeno dentro de los tejidos isquémicos. La consecuencia de los tratamientos repetidos,
obviamente dependiendo del volumen de sangre ozonizada y la concentracion de 0zono;
es que después de unos pocos minutos de iniciado el tratamiento, aprox. 0.8%
“eritrocitos mejorados” entraran diariamente en la circulacion y gradualmente
sustituiran a los viejos eritrocitos generados antes de la terapia. Esto significa que,
durante una ozonoterapia prolongada, la poblacién de eritrocitos incluira no solo células
con diferentes edades, sino que ademas contendra eritrocitos con diferentes capacidades
funcionales y bioquimicas y un aumento marcado en las enzimas antioxidantes. Este
proceso de activacion celular es muy dinamico y con duracién de un tiempo
determinado debido a que las células sanguineas tienen un tiempo de vida definido y
una limitada memoria biogquimica; sin embargo, esta ventaja terapéutica debe ser
mantenida con menor frecuencia en los tratamientos®*1").

La toxicidad del oxigeno en sangre, fluidos biolégicos y Organos internos se
evita totalmente al reducir ligeramente la dosis con ozono transitoriamente para activar
solamente la multiforme y potente capacidad antioxidante. El sistema antioxidante ha
evolucionado durante los ultimos dos billones de afios como una esencial defensa contra
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el oxigeno: esto estd compuesto por albumina, vitamina C y E, &cido urico, bilirrubina,
cisteina, ubiquinol, &cido oa-lipoico y de antioxidantes intracelulares como el GSH,
tioredoxin y enzimas (superoxido dismutasa (SOD), GPX, GSH-T, catalasa, etc.) y
proteinas como transferrina y ceruloplasmina, capaces de quelar el hierro libre y el
cobre que, de otra manera, puede favorecer la formacion de radicales hidroxilo. La
riqueza y variedad de los antioxidantes extra e intracelulares, son capaces de explicar
cémo ligeras cantidades de ozono pueden ser dominadas con el resultado de la
estimulacion de varios sistemas biologicos sin efectos perjudiciales, desechando la
teorfa de la toxicidad del tratamiento con ozono*!:74182),

Tabla VI: Sistema de antioxidantes

No enzimaticos Enzimaticos

Hidrosolubles Liposolubles Prot. Quelantes
Acido drico Vitamina E Transferrina Super dxido-
Acido ascorbico Vitamina A Ferritina dismutasa
Glucosa, cisteina Carotenoides Ceruloplasmina Glutation-
Cisteamina, Taurina Coenzima Q Lactoferrina peroxidasa
Triptofano Acido a-lipoico Hemopresina Catalasa
Histidina Bilirrubina Albdmina Sistema redox-
Metionina Tiorredoxina glutation
GSH Bioflavonoides Equivalentes
Prot. plasmaticas Melatonina reductores via
Licopeno NADPH y NADH

La interaccion entre antioxidantes, enzimas y el sistema metabdlico es muy
importante como el permitir su rapida generacion y el mantenimiento de un estatus
normal de antioxidantes. Durante la exposicion de sangre a adecuadas concentraciones
de ozono, el reservorio antioxidante disminuye menos de 35% en relaciéon a dosis de
ozono entre 10-80mcg/ml de gas por ml de sangre. Es importante afiadir que este parcial
agotamiento es corregido en menos de 20 min gracias al reciclaje de acido
dehidroascorbico, GSSG, radical a-tocopheril de los componentes reducidos%%).

2.6.-Vias de administracion del ozono

El ozono puede administrarse por cualquier via parenteral o topica, exceptuando
la via de inhalacion; debido a la toxicidad traqueo-bronquio-pulmonar que se produce.

La mezcla de gas debe estar compuesta de no menos de 95% de oxigeno y
menos de 5% de ozono; tiene una leve presion positiva y puede ser colectada con una

: n



Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Introduccion

jeringa calibrada o por insercion de una conexion de
acero inoxidable y un tubo de silicon en la valvula
de salida del generador de ozono.

Aunque el ozono es un potente desinfectante,
se debe utilizar de preferencia un filtro antibacterial,
ozonoresistente, hidrofébico y con una porosidad de
0.2um; para evitar una posible infeccion o el paso de
posibles particulas contaminantes, ya que el oxigeno
médico, los anillos y grifos no estan estériles™?.

Fig.8: Filtro antibacterial del ozonador

Desde 1984 esta prohibida la administracién directa de ozono via intravenosa e
intraarterial, debido a que se registraron varias muertes por embolismo pulmonar. Ya
que, aunque el gas sea administrado muy lentamente; favorece la formacion de un tren
de burbujas de gas, de las cuales, las que corresponden a ozono de disuelven y
reaccionan con la sangre, pero la parte de oxigeno reacciona en el ventriculo derecho y
luego se dirige a circulacion pulmonar. La solubilidad del oxigeno a 37°C es
aproximadamente 0.23ml por 100ml de plasma, por lo tanto; el plasma venoso no puede
disolver eficazmente el oxigeno, llevando a la formacion de un émbolo de gas.

Tabla VII: Vias de administraciéon del ozono

Parenteral Topica o locorregional

Intravenosa (1V) Oral* (PO)

Intraarterial (1A) Tubal
Intramuscular (1M) Auricular

Subcuténea (SC) Cutanea
Intraperitoneal (IP) Vaginal
Intrapleural (IPL) Uretral e intravesical
Intraarticular (1Ar) Rectal

Intradiscal (1D)
Intraforaminal (1F)
Intralesional (ILx)
*realizarse durante 30-60min en apnea.

Por otro lado no se ha visto ninguna ventaja de la administracion “directa”
intravenosa o intraarterial, con respecto a la autohemoterapia y la administracion rectal;
ademas tendrian que realizarse repetidas punciones en los vasos sanguineos provocando
contracciones vasculares y molestias en el paciente. Sin embargo, la administracién de
ozono por la arteria hepatica, complementada con otros agentes terapéuticos como
alcoholes y componentes citotoxicos para el tratamiento de neoplasias y metastasis
hepaticas parece ser relativamente Gtil. Con base en este hecho, es posible entonces
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postular que la administracion lenta de ozono (20-40ml de gas con una concentracion de
hasta 80mcg/ml) via intraarteria hepética dispersa el gas dentro de los sinusoides y
capilares tumorales, disminuyendo el riesgo de embolismo gaseoso; y provocando el
efecto citotoxico directo en las células tumorales sin los efectos secundarios que
conllevan los agentes quimioterapéuticos™®?.

Hace algunos afios, algunos curanderos han utilizado la ozonoterapia para el
tratamiento de hepatitis viral crénica y vasculopatias administrando peligrosos
volimenes de hasta 300ml de gas a concentraciones de 10-15mcg/ml por via
intramuscular o subcuténea, subdivididos en diferentes regiones del cuerpo, y algunos
cosmetologos han empleado esos mismos volimenes a concentraciones de 2-4mcg/ml
para combatir la lipodistrofia (celulitis), administrandolos en una sola sesion. Esta
practica, aun teniendo el mayor cuidado en la administracion de éstos grandes
volimenes, ha provocado la muerte por embolismo en por lo menos dos mujeres
jévenes, quienes se trataron de esta trivial patologia en Italia en 1998 y 2002. Esto
posiblemente fue provocado cuando el enorme volumen de gas convergié dentro de las
partes bajas del cuerpo, después de haberse puesto de pie y caminar inmediatamente
después de terminar el tratamiento, a un embolismo pulmonar y/o cerebral
particularmente. Este tipo de tragedias puede evitarse administrando un volumen menor
de gas, con un gentil masaje posterior al tratamiento y un descanso de por lo menos
media hora®®?.

Los médicos rusos han utilizado la via intraperitoneal e intrapleural. Ellos
emplean primero agua ozonizada para realizar lavados, especialmente para barrer el
material purulento y luego insuflando dentro de las cavidades 100-300ml de gas con
concentraciones de 5-50mcg/ml de ozono; dependiendo de la gravedad de la infeccion.
El ozono se disuelve rapidamente y, por reacciones con los exudados puede reducir la
infeccion. Ademas mediante la estimulacion de la vasodilatacion y de la proliferacion
celular, se puede llegar a una rapida cicatrizacion. Este tratamiento no es dafino para el
peritoneo y no produce ninguna molestia en el paciente y el riesgo de embolismo es
practicamente nulo.

Otras posibilidades interesantes para la aplicacion de ozono via de
administracion intraperitoneal e intrapleural est*®?:

a) Pacientes afectados por neoplasias como carcinomas peritoneales o
mesoteliomas pleurales, ya que las insuflaciones diarias de gas pueden generar el
efecto citotoxico directamente en las células neoplasicas, ademas de provocar al
mismo tiempo la activacién de macréfagos y neutréfilos residentes en el area y
por via linfatica, la activacion de los mensajeros de ozono para la induccion de
las citocinas como TNFa, IFNy, IL2 y prostaciclina, que activan al sistema
inmune, para acompletar la destruccién de las células neoplasicas®™®*®. por
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otro lado, Stadlbauer ha observado que en ratas precondicionadas con 0zono
intraperitoneal y que fueron sometidas a un injerto cardiaco agudo, ha
prolongado la supervivencia del mismo"%®.

b) Pacientes afectados con hepatitis viral cronica, insuflando el ozono diariamente
a través del catéter ya implantado y durante las dialisis peritoneales y
complementando el tratamiento con el uso de IFN-o y/o autohemoterapia
ozonizada e insuflacion rectal del gas.

La aplicacion tdépica puede ser realizada mediante gas, aceite y/o agua
ozonizada.

Afecciones gingivales, en mucosas Y tonsilares pueden ser tratadas con catéteres
de metal o silicon. Se puede utilizar un volumen de gas de hasta 20ml a una
concentracion de ozono de hasta 20mcg/ml. Pero el paciente, después de una respiracion
profunda, debe permanecer en apnea unos 40-60seg y luego expirar profundamente. Las
Ulceras aftosas en la cavidad oral pueden ser tratadas con mini-inyecciones intra-
lesionales de ozono (a concentraciones de 5-10mcg/ml), seguidas de una aplicacion
diaria de aceite ozonizado*®?.

Las infecciones vaginales y rectales cronicas (bacterianas, virales, micoticas y
protozoarias), resistentes a los tratamientos convencionales, responden muy bien a la
ozonoterapia. Se pueden realizar lavados de la cavidad afectada utilizando agua
ozonizada para remover las secreciones purulentas y posteriormente insuflar 50-100 y
300ml de gas en la cavidad vaginal y rectal respectivamente y posteriormente aplicar
aceite ozonizado. Se debe tener en cuenta que se debe reducir la dosis del ozono
conforme la infeccién disminuya. También se pueden aplicar supositorios y ovulos
vaginales de aceite ozonizado antes de acostarse. Estrategias similares también pueden
aplicarse para el tratamiento de infecciones uretrales y vesicales, teniendo en mente
siempre disminuir las concentraciones de ozono entre 3 y 10-15mcg/ml,
respectivamente™®?).

Para realizar las aplicaciones cutaneas de 0zono se puede considerar a todos los
tipos de lesiones e infecciones; (desde Ulceras diabéticas, quemaduras, picaduras de
insectos, quemaduras por medusas, traumatismos de guerra, accidentes, etc.). Para
utilizar el gas, la lesion debe estar cerrada herméticamente con materiales
ozonoresistentes, para prevenir la inhalacion del ozono y conseguir una favorable
vasodilatacion de la zona afectada®®”. El generador de ozono, debe estar equipado con
una bomba de succion. Si no es factible hacer una exposicion dinamica de la zona; se
puede improvisar una exposicion estatica con una bolsa de polietileno grande, sellada
con tela adhesiva ancha, pero que no esté apretada para no provocar una éstasis venosa.
Ambos sistemas se benefician del empleo de agua, ya que se ha hecho mencién
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anteriormente, de que el ozono actua fuertemente en formas humedas y debe disolverse
en agua. Debe tenerse en cuenta, que debe realizarse dos veces al dia y antes de cada
tratamiento un lavado de la zona, preferentemente con agua ozonizada y la aplicacion de
aceite ozonizado después del tratamiento y antes de acostarse.

Nadie duda de la potente actividad desinfectante del ozono (probablemente un
poco inferior a la del yodo), en lo que respecta a las bacterias gram (+), gram (-),
hongos, virus y protozoarios. El barato y simple tratamiento con agua y aceite
ozonizados es bien tolerado y es mucho més corto comparado con cualquier tratamiento
convencional. La gran ventaja es debida a una serie de factores concomitantes tales
como la desinfeccién, la vasodilatacion y la oxigenacién con la normalizacién de la
acidosis tisular y la reabsorcion del edema8&1%0),

La teoria de la secuencia de la cicatrizacion de las heridas, se ha representado
esquematicamente que ocurre en tres etapas sucesivast®?:

v Fase I: indica el estado de la inflamacién, normalmente tiene una duracion de 2-
3 dias. La ozonoterapia puede disminuir el riesgo de cronificacion en caso de
infeccion secundaria a un traumatismo, diabetes, isquemia local y posiblemente
la resistencia a antibidticos.

v" Fase Il: corresponde a la etapa intermedia, con una duracién aproximada de dos
semanas. La sintesis de matriz extracelular (fibronectina, colageno IlI/1, &cido
hialuronico y condroitin-sulfato) estd acompafiada por una activa proliferacion
de fibroblastos y queratinocitos. El uso de aceite ozonizado, no solo previene
infecciones; también estimula la cicatrizacion de tejido.

v Fase IlI: incluye el final de la regeneracion definitiva y la remodelacion del
tejido cicatrizal; puede llevar un largo tiempo en pacientes diabéticos y de edad
avanzada. En algunos casos, la liberacion excesiva del factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGFB1) puede estimular una excesiva fibrogénesis con
formacion de tejido queloide.

El éxito y la rapidez en la regeneracion de una ulcera necrotica en pacientes
diabéticos, inmunodeprimidos o con arteriopatias; puede lograrse mediante la
combinacion del tratamiento parenteral con autohemoterapia ozonizada (AHT) con la
aplicacion apropiada de aceite y agua ozonizados y controlando estrictamente la
glucemia, para que exista una sinergia de los componentes del tratamiento.

Actualmente en el area de ortopedia, el 0zono es utilizado particularmente en el

caso de dolor de espalda baja aplicando la mezcla del gas por medio de una inyeccion
en los puntos de activacion detectables en los musculos paravertebrales de los pacientes.
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Esta accién se ha denominado como “acupuntura quimica”(lgz). Se cree que el ozono
actua de forma local en los nociceptores, provocando una respuesta antinociceptiva a
través de mediadores quimicos. La inyeccion intradiscal directa del ozono se utiliza con
el fin de degradar los proteoglicanos en la hernia de disco.

2.7.-Efectos secundarios y contraindicaciones del ozono
2.7.1. Efectos adversos de la terapia con ozono"®?:

La toxicidad del ozono en el campo de la medicina, se considera igual a la de las
ROS, pero existen diferencias substancialmente importantes:

La ozonoterapia es ocasional y puede ser controlada mientras que la formacion
de las ROS es enddgena y sigue imperturbable durante toda la vida®®*'®). Se ha
estimado que las mitocondrias de una persona de 70kg producen alrededor de 0.147mol
o 5kg/dia de superdxido a partir del oxigeno inhalado®®+1%:1%): ¢| cual sometido a una
dismutacion por SODs es la fuente principal de H,0,*19") que en presencia de hierro;
puede generar el peligroso radical hidroxilo. Mientras una AHT utiliza un maximo de
18mg de ozono; produce menos de 0.4% de la produccion diaria minima de
superoxido®3D.

La formacion de las ROS enddgenas en la mitocondria, explica al dafio al ADN
mitocondrial ****%®® que se mantiene persistentemente dafiado®”; por el contrario, el
ozono actua desde el exterior en el plasma, que tiene un enorme depdsito de
antioxidantes. No obstante, la dosis de ozono afiadida a la sangre, debe alcanzar un nivel
de umbral con el fin de generar perdxido de hidrogeno suficiente, del cual solo el 10%
pasa del plasma hacia el citoplasma de las células de la sangre, donde se disparan varios
efectos bioldgicos. Para que el ozono actle, se tiene que inducir un estrés oxidativo
agudo transitorio y calculado que se corregira rapidamente por el sistema antioxidante,
asi se formaran los radicales peroxilo e hidroxialdehidos, mientras que las trazas de OH
y HCIO, son rapidamente neutralizadas por una variedad de antioxidantes en el plasma.
Es importante tener en cuenta que todos los componentes celulares vitales, tales como
enzimas, proteinas, ARN, ADN®942020) estan 3 salvo durante la descomposicion
extracelular de ozono.

Otro punto importante de explicar es que algunos autores que han trabajado con
cultivos celulares y con eritrocitos lavados con solucion de cloruro de sodio, han
observado dafios citotoxicos y cambios mutagénicos en las células expuestas al ozono
por un periodo de tiempo; esto es debido a que con los lavados, las células pierden los
antioxidantes. Sin  embargo, estos resultados han generando opiniones
controvertidas®’?®). Otros investigadores han reportado y demostrado que el dafio
celular o genotoxicidad inducida por el peroxido de hidrogeno o sobrecarga de hierro o
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de almacenamiento prolongado se puede comprobar si los medios de cultivo de tejidos o
plasma contienen cantidades adecuadas de antioxidantes®4"+204-211),

Otro error ha sido estar manteniendo varios cultivos celulares en constante
exposicion al 0zono®2?*¥ en niveles extremadamente bajos durante varias horas o dias
dando como resultado la engafiosa conclusion de que el ozono es téxico incluso a
niveles minimos sin tomar en cuenta que el nivel de antioxidantes en los medios de
cultivo de tejidos es mucho menor que en el plasma y, en estos estudios no se ha tenido
en cuenta la dosis acumulativa de ozono y su propiedad de alta solubilidad; donde el
ozono se disuelve en el liquido, reacciona y desaparece, por lo que; mas ozono se
solubiliza y reacciona, y este proceso se prolonga durante dias. Aunque minima, todas
estas reacciones continuas conducen a aumentar concentraciones de H,O,, OH, 4HNE,
etc., las cuales van a ser inextinguibles a causa de la escasez y el consumo de
antioxidantes y por lo tanto llegan a ser tdxicos; demostrando con esto que con el
tiempo, incluso la concentracién mas baja de ozono sin la presencia de antioxidantes, se
vuelve toxica.

Otro efecto adverso observado fue causado por el error de infundir 500ml de
solucion salina ozonizada IV en 6 pacientes con enfermedad arterial periférica oclusiva
(POAD) durante 1h, sin preocuparse por el gran contenido de HCIO recién formado; en
3 de ellos se registrd un aumento de 450% de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) en
el ADN de linfocitos aislados de algunos de estos pacientes desafortunados. EI 8-OHdAG
es un marcador que indica la ocurrencia de la oxidacion del ADN. Por lo tanto; esta
observacién debe impedir absolutamente el uso de la solucion salina ozonizada y se
sugiere una posible sensibilidad genética a los agentes oxidantes®*4%9.,

En el caso de la utilizacion del ozono en el area de ortopedia; en donde el gas se
administra por medio de una inyeccion IM, se debe tener en cuenta para el célculo de la
dosis, que si el volumen del gas supera los 10ml, puede desde ocasionar desde dolor
muy agudo de la zona de aplicacion, una lipotimia transitoria (bradicardia, hipotension,
sudoracion profusa, pérdida transitoria de la conciencia, etc.) o hasta un cuadro vagal
(efecto inotrépico y cronotropico negativos), que potencialmente podria llegar a
desencadenar un paro cardiaco. Por lo que es aconsejable en el momento de aplicar la
“acupuntura quimica”, administrar la inyeccion del gas muy lentamente. Con una
inyeccion adecuada, el riesgo de embolismo gaseoso es practicamente nulo®”.

La inyeccion intradiscal directa puede presentar efectos secundarios muy leves y
rara cefalea transitoria. Es muy importante colocar al paciente en una posicion correcta,
segun la localizacion de la lesion, con el fin de evitar la oclusién transitoria de las
arterias vertebrales y asi evitar lesiones transitoras por isquemia a las fibras
nerviosas®®.
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2.7.2. Contraindicaciones para utilizar la terapia con ozono®?:

Antes de iniciar un tratamiento con ozono debe evaluarse la condicién clinica
del paciente, historial clinico y debe conocerse el tratamiento sistémico que se esté
utilizando; ademas de tener en cuenta las siguientes situaciones que impiden o limitan
su utilizacion.

a) Pacientes que presentan favismo. Enfermedad hemolitica que consiste en un
déficit significativo o ausencia de la enzima G-6PD, la cual es fundamental para
la reduccion de los equivalentes capaces de suprimir la oxidacidén excesiva y
desnaturalizacion que acorta la vida media de los eritrocitos provocando
hemdlisis®>?2%%)  Desafortunadamente es primordial el examen de los
patrones genéticos de las enzimas antioxidantes o verificar los niveles de TAS
en el plasma y determinar si los pacientes tienen una deficiencia de G-6PD. Sin
embargo, es importante recordar que la capacidad antioxidante del plasma
normal presenta una variabilidad individual de aproximadamente 1.3 hasta
1.8mM que ampliamente protege a las células de la sangre durante la
ozonizacion realizada dentro del rango terapéutico.

b) Embarazo. sobre todo en la primera fase, para excluir todo riesgo mutagénico,
(aunque es poco probable).

c) Pacientes que han sido tratados con inhibidores de la ECA. Se ha observado
una subita y marcada hipotension en la rapida reinfusion de sangre ozonizada en
los pacientes tratados con este tipo de farmacos; Que puede deberse a la
activacion de la cascada de la calicreina-quininogeno®®?®. Sin embargo;
debido a que la bradiquinina se degrada en el plasma en cuestion de minutos se
puede sugerir que una infusion muy lenta de la sangre ozonizada puede reducir
este efecto, ademas se puede indicar al paciente omitir tomar el inhibidor de la
ECA en el dia del tratamiento de la AHT y siempre podemos tener a la mano un
farmaco vasopresor.

d) Situaciones no controladas de hipertiroidismo, trombocitopenia, hiperglucemia
e inestabilidad cardiovascular grave.

e) “Alergia al ozono”. No utilizar como material para el tratamiento bolsas de
plastico que puedan inducirla liberacion de alérgenos a partir del material
plastificado. No se debe confundir con la a hipersensibilidad de los pacientes
asmaticos respirando aire contaminado con 0zono??".

Por otro lado en algunos pacientes que han estado deprimidos o asténicos se han
observado algunos efectos positivos con la ozonoterapia, han reportado una sensacion
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de bienestar y euforia después de algln tiempo de tratamiento, pero ain se desconoce Si
existe un mecanismo de accién para evaluar dichos efectos@?®.

2.7.3. Recomendaciones para evitar los efectos adversos en la
ozonoterapia®?;

a) Realizar una gentil puncion venosa (aguja de calibre 19G) para evitar el miedo o
nerviosismo del paciente. Se recomienda la administracion IV de un volumen de
aproximadamente 100ml de solucion salina después de recolectar la sangre para
la 0zonizacion con el fin de evitar algun caso de lipotimia.

b) De preferencia se sugiere realizar la infusion muy lenta y siempre la cantidad de
sangre debe estar bien calibrada con respecto a la cantidad de citrato de sodio o
heparina que se esté utilizando, con el fin de evitar una hipocalcemia transitoria.

c) Debe evitarse el uso de bolsas de PVC, ya que algunos elementos presentes
como aditivos tales como estereato de zinc o Dietilzinc (DEZn) hexanoato
pueden provocar algunos sintomas como nauseas, distensién abdominal y sabor
metélico en el momento de la reinfusion.

d) El tratamiento con ozono siempre debe comenzar con una dosis de baja
(20mcg/ml) y lentamente ir aumentando hasta 40-50-80mcg/ml segln sea
necesario para no observar efectos secundarios.

e) Pueden aparecer algunos casos de “intolerancia definitiva” especialmente en
pacientes con historia clinica de atopia o alergia, atribuidos a la sensibilizacion
progresiva debido a la liberacion de algin inmundgeno relacionado
posiblemente a algunos componentes aditivos al PVC o ftalatos vinculados a las
lipoproteinas liberados después de la adicion del ozono, por lo que es deseable
contar con medicamentos como el succinato sddico de metil prednisolona.

Finalmente; como recomendacién se debe mantener un registro médico en el
cual se deben registrar todos los eventos patoldgicos que aparecen en los pacientes
durante y después de la ozonoterapia, que conste con una amplia anamnesis e historia
clinica del paciente, diagndstico, tipo de tratamiento ozono-oxigeno, periodo de
tratamiento y evolucion clinica y siempre que sea posible, el paciente debe ser seguido
durante los afios posteriores y debe tenerse en cuenta si la enfermedad mejora, o persiste
0 empeora, asi como la posible aparicién de nuevas patologias relacionadas con el estrés
oxidativo. Debe prestarse gran atencion a: agranulocitosis, asma, aterosclerosis,
displasia de la médula 6sea o atrofia, cataratas, enfermedades degenerativas, enfisema,
fibrosis (musculos paravertebrales), enfermedades gastrointestinales, hepatitis,
hipertension, leucemia, y otras neoplasias hematoldgicas, esclerosis multiple,
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enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, demencias), esclerosis renal, artritis
reumatoide, escleroderma, carcinoma de piel, lupus eritematoso sistémico (SLE) y
neoplasias.

Un hecho tranquilizador es que después de millones de sesiones de AHT
realizadas en Alemania, Austria, suiza e Italia, ni los efectos secundarios de gravedad
aguda ni cronica, ni un aumento de la incidencia de cancer ha sido reportado. Pero no
obstante, esto no nos absuelve de tratar de mejorar los controles mediante la
monitorizacion del estrés oxidativo y la peroxidacion de los lipidos en los pacientes
durante y después de la ozonoterapia; por ejemplo, por mediciones de F2-isoprostanos
(F2-1soPs), hidroperoxidos y/u otros parametros en el plasma u orina. Por otra parte,
nunca debemos bajar la atencion sobre el uso de generadores de ozono y las dosis
precisas del mismo que son biol6gicamente activas y atoxicas.

Si la ozonoterapia se realiza correctamente, no tiende a causar problemas, pero
el ozonoterapista debe ser capaz de superar cualquier emergencia porque un retraso en
la intervencion puede terminar con la muerte del paciente. Debe saber todos los pasos
de la resucitacién cardio-pulmonar (RCP) y tener a la mano el ambd, oxigeno médico,
un desfibrilador automatizado y algunas pocas ampollas de adrenalina, atropina y
corticoides®?®,

En conclusion, no se puede evitar decir que el ozono puede ser potencial toxico
y mutagénico como cualquier tipo de farmaco, pero hasta el momento, los datos
experimentales y la evidencia clinica no han demostrado ningdn riesgo. Por otro lado,
un estudio realizado por Jacobs en 1982, donde examino cuidadosamente todos los
posibles efectos negativos de la ozonoterapia, a pesar de su famosa “toxicidad”, obtuvo
que la incidencia es de solo 0.0007%, una de las més bajas de la medicina®?.
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En la actualidad, el trasplante de érganos Yy tejidos se ha incorporado como una
alternativa mas dentro de la terapéutica clinica, revolucionando asi el campo de la
medicina. El desarrollo de potentes inmunosupresores, antimicrobianos y el
refinamiento de las técnicas quirdrgicas, anestésicas y los cuidados postoperatorios ha
permitido una mejor seleccion de los donantes, de los receptores y de un elevado
numero de investigaciones relacionadas con la preservacién de los 6rganos y las
complicaciones del trasplante, lo que ha hecho posible alargar la vida de muchos
pacientes en todo el mundo.

En el caso particular del TP, se le considera como la opcidon terapéutica en el
caso de patologias pulmonares no malignas en su proceso terminal (ya sea esta una
afeccion de las vias aéreas, parénquima y/o circulacion pulmonar), que tiene como
finalidad mejorar la calidad y alargar la vida del paciente.

Desde la década de los 80 se han realizado mas de 21000 TP (uni o
bipulmonares), con un incremento progresivo de la supervivencia a corto plazo y una
mejoria considerable en la calidad de vida de la mayoria de los pacientes, gracias al
desarrollo y refinamiento de una técnica quirdrgica y preservacién organica,
optimizacion del tratamiento y a las mejorias antes mencionadas, que incluyen también
la recuperacion e inclusion de pacientes inicialmente desestimados; obteniendo ademas
una disminucion en las complicaciones postoperatorias. Sin embargo, la supervivencia a
largo plazo ha sufrido un estancamiento; ya que la supervivencia actual global ronda en
aproximadamente un 53% a los 5 afios debido al RC y no ha variado en los ultimos 15
afios.

Un estudio recientemente realizado por nuestro grupo sobre el RC en el TP
experimental con DNA-microarrays, mostrd que los procesos de Oxido-reduccion
intracelular y las defensas frente a los mismos estan presentes y regulados
genéticamente en el RC, deduciendo que si podemos manipular los cambios de la
expresion génica a través de la regulacién de los factores de transcripcidon, podemos
determinar la respuesta celular frente al dafio oxidativo, para desarrollar una nueva
alternativa de tratamiento para el control del RC, ultimo responsable del fracaso del
organo y principal causa de fallecimiento a largo plazo de los pacientes sometidos a TP.

Los estudios realizados con O3 como tratamiento a dosis y por las vias de
administracion adecuadas, sefialan que provoca una activacion y potenciacion de los
sistemas antioxidantes de la sangre y de las funciones bioldgicas celulares debido a la
induccion de un estrés oxidativo transitorio y controlado, que no produce efectos
perjudiciales y que ademéas su administracién repetida induce una respuesta de
adaptacion al estrés oxidativo que es capaz de reequilibrar el sistema redox alterado por
los estimulos patdgenos. Ademas es capaz de estimular las células pluripotenciales de la
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médula 6sea mejorando las propiedades de estas y de otras células sanguineas
circulantes, como son la inmunomodulacion celular y la oxigenacion de los tejidos.

El RC continua siendo el talon de Aquiles del TP y la supervivencia a largo
plazo sigue siendo baja en comparacion a la de otros 6rganos solidos, lo que demanda
un esfuerzo de la investigacion experimental. Valorando la posibilidad de desarrollar
una opcién terapéutica que ayude a frenar el RC y con el postulado de que el O3 es un
farmaco real y que sus “efectos terapéuticos” podrian contribuir a la disminucion del
dafio ocasionado por la LIR inicial y por el factor cronico de isquemia-inflamacion que
esta ligada al RC del TP se ha desarrollado la presente tesis.
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1. “Valorar si el tratamiento con ozono modifica desde el punto de
vista histologico el curso evolutivo del rechazo cronico en el

pulmon trasplantado”

2. “Valorar si el tratamiento con ozono disminuye el estrés oxidativo
relacionado con el rechazo cronico en el trasplante pulmonar

mediante cuantificacion con PCR en tiempo real”

3. “Valorar el efecto protector del ozono sobre el pulmon

trasplantado”
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1. Sujetos de estudio.

Para el desarrollo del modelo animal experimental del trasplante pulmonar, se
utilizaron 36 ratas macho cosanguineas (Rattus norvergicus), de la cepa Sprague-
Dawley (SD), con una edad aproximada de 3-5 meses y un peso vivo que oscilaba entre
300 y 450g®&%D).
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Fig.9: Rata Sprague-Dawley

1.1. Caracteristicas del alojamiento y manutencion.

Dichos ejemplares fueron criados en el bioterio de la Unidad de Investigacion
del Hospital Universitario Dr. Negrin de Las Palmas de Gran Canaria, obtenidos a partir
de una colonia de reproductores (1% generacion) procedente del Centro de Produccion
Animal de Harlan Interfauna Ibérica SL (Barcelona, Espafia). Los animales fueron
destetados a los 21 dias de edad, y se mantuvieron en condiciones de estabulacion de 4
individuos por jaula (Makrolon Il de 20x35x55cm; Allentown Inc., Panlab S.L.,
Barcelona, Espafia), con un ciclo de luz/obscuridad de 12hrs respectivamente a una
intensidad de 270 lux, con una temperatura ambiente de 21+1°C, humedad relativa de
50+5%, con un sistema de ventilacion de 15-20 renovaciones/h. Fueron alimentados ad
libitum con pellets de una dieta comercial para mantenimiento®?24 (R.02-E Standard
Diet, Prolabor, Espafia); la cual posee una composicién de 15% proteina bruta, 4% grasa
bruta, 4% celulosa bruta, 5% cenizas brutas, 12mg/kg CuO, 15000 Ul/kg vitamina A,
1500 Ul/kg vitamina D3 y 80mg/kg vitamina E. El agua también se ofreci6 ad libitum,
siendo purificada por un sistema de 6smosis inversa (Edstrom Industries, Waterford,
W1, USA).

1.2. Normativa para el uso, proteccion y cuidado del animal de laboratorio.

Siguiendo las recomendaciones de la Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA), los animales fueron supervisados en todo momento
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para proporcionar bienestar animal, controlar la conducta y el estrés. Fueron valorados
los signos fisioldgicos oculares (hematoporfirina, hundimiento del globo ocular),
respiratorios (frecuencia respiratoria, estornudos, flujo nasal), signos de actividad
anormal (anorexia, somnolencia, automutilacion, vocalizacion) y el aspecto externo
(piloereccion, lordosis, deshidratacion, pérdida de peso). la monitorizacion
microbiologica de rutina no revel6 presencia de patdgenos durante el periodo del
estudio experimental ®*%).

Fueron seguidas las normas nacionales e internacionales vigentes sobre el
cuidado, uso y proteccion de los animales de experimentacion, bajo las condiciones
sanitarias en la categoria de convencional limpio de acuerdo a las recomendaciones y
exigencias recogidas en el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (National
Research Council, 1996), Directiva del Consejo Europeo 86/609 (Directiva-Comision
de las Comunidades Europeas, 1986), Real Decreto Espafiol 1201/2005 (Ministerio de
Presidencia 2005) y la Ley 32/2007 (Cortes Generales, 2007).

2. Instalaciones y equipo.
El desarrollo del modelo experimental fue realizado en el quir6fano 1 y en la

sala de pre y postoperatorio y
laboratorio de la Unidad de

Investigacion del Hospital
Universitario Dr. Negrin. Se utilizd
un ventilador Servo-900C®
(Siemens-Elema, Suecia), un

microscopio de pie Zeiss, OPMI® 9-
12,5x (West Alemania), una nevera
Misa® de 4 °C, un Congelador
Revco® de -70 °C y un generador
médico de ozono (Ozonosan Alpha
plus®,  Dr. Hansler  Nordring,
Germany).

Fig.10: Quirdfano 1 de la unidad de investigacion del HUGC Dr. Negrin
3. Material quirurgico y fungible.

Durante el acto quirdrgico se utilizaron pafos quirargicos estériles, catéteres de
venopuncion n° 14 y 16 (Abbocath®, Abbott, Sligo, Irlanda), cuffs (fabricados a partir
de catéteres de venopuncion cortados en cilindros de 3 mm, con una base de 1,5 mm y
una lengiieta de 1,5 mm) 2% sistemas de infusion intravenosa (Intrafix primeline®,
Braun, Espafia), bisturis n® 22, jeringas de 1 y 2ml, agujas 21 y 25G, tijeras de
Metzembaum y Mayo, pinzas de Kocher, mosquitos, pinzas de diseccion, pinzas de
Adson, pinzas de microcirugia (relojero), tijeras de microcirugia Westcott, microclamps
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vasculares de 3,4mm (Yasargil®, Medicom Alemania), aplicador de microclamps,
portaagujas Baumgartner, blefaréstato Murdock, microportaagujas Castroviejo estriado,
microportaagujas Barranquer, suturas de Vycril® (Jonhnson and Jonhnson, Madrid,
Espafia) y seda negra 3/0 (Silkan®. B. Braun Surgical S.A. Espafia), ligaduras de
Prolene® de 6/0 y 7/0 (Ethicon, USA), torundas, hisopos y gasas estériles suero
fisioldgico, liquido de preservacion frio Perfadex®.

e —
p T Fig.11:Cuffs
y pinza Yasargil

Fig.11:Instrumental microquirdrgico

4. Medicacion anestésica y analgesica.

Se utilizé en cada uno de los animales un protocolo de anestesia balanceada fija
utilizando como inductor medetomidina (Domtor®, Pfizer, Madrid, Espafia) y atropina®
al 1% (Braun, Madrid, Espafia) y como anestésico ketamina (Ketolar 500®, Pfizer,
Madrid, Espafia). El efecto de la
medetomidina fue revertido con su
antagonista, el atipamezol
(Antisedan®, Pfizer, Madrid, Espafia),
como analgésico postoperatorio se
empled  buprenorfina  (Buprex®,
Schering-Plough, Barcelona,
Espafia)®"?*).  Finalmente; para
facilitar la intubacion orotraqueal, fue
utilizado un hisopo empapado con
lidocaina al 1% (Xilonibsa®, Inibsa,

Barcelona, Espafia). = . ‘

Fig.13: Medicacion anestésica y analgés;iEé_

5. Equipo y reactivos para procesamiento y analisis de las muestras
Para realizar el estudio histopatoldgico, las muestras de tejido colectadas fueron

preservadas en formol al 10% a temperatura ambiente. La deshidratacion se realizd
mediante un aclaramiento con alcohol y xilol (Leica, TP-1050, Leica Instruments,
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Gmbh, Nussloch, Alemania), para después ser incluidas en parafina (Leica, Reichert-
Jung Histoembedder, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania). Los cortes
histolégicos se realizaron con un microtomo (Leica, LR-2055 Leica Instruments,
Gmbh, Nussloch, Alemania). Se utilizé un calentador de agua P Selecta para montar las
muestras a portaobjetos de 76x26 Kbnittel Glaber y posteriormente tefiidas con
Hematoxilina y Eosina. Para el proceso de tincion se utilizo hematoxilina, alcohol
etilico, potasio alume, agua destilada, 6xido mercdrico, &cido acético glacial y eosina
soluble en agua.

Para purificar el RNA del tejido colectado se utilizo el protocolo de extraccion
por TRI-reagent (reactivos de Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO) y para la sintesis de
cDNA se utilizé el kit Script cDNA sintesis (BioRad®, Barcelona, Espafia). Los
cebadores fueron fabricados por Thermo Electron (www.thermo.com). Se utilizé SYBR
Green (Foster City, CA) para la realizacion de los RT-PCR.

6. Diseno del estudio

Se disefid un estudio experimental de TP microquirdrgico con donantes en
muerte cerebral, para los cuales se utilizaron 36 ratas macho de la cepa SD y se
distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos. Ninguno de los animales recibi6 tratamiento
inmunosupresor ni antibiotico postoperatorio, ademas en este modelo se han incluido
algunos aspectos de la técnica quirdrgica que se realiza en pacientes humanos como el
control del tiempo de isquemia, perfusion retrégrada en el pulmoén del donante y
perfusidn secuencial controlada del pulmén una vez implantado en el receptor:

1.- Grupo control (n=6). Se les realizé una toracotomia izquierda e inmediatamente se
tomaron las muestras de pulmon izquierdo sano.

2.- Grupo sham (n=6). Se les realiz6 una toracotomia izquierda y se manipulé el
pulmon sin lesionarlo y se mantuvo de esa manera durante 50 minutos. A los 3 meses
posteriores se tomd una muestra de pulmon izquierdo.

3.- Grupo de TP (n=12; 6 trasplantes: 6 donantes y 6 receptores). Se les realizé un TP
unilateral izquierdo con la técnica de cuffs y a los 3 meses se tomaron las muestras de
pulmon trasplantado.

4.- Grupo de TP-Ozono (n=12; 6 trasplantes: 6 donantes y 6 receptores). Se les realizd
un TP unilateral izquierdo con la técnica de cuffs. Los animales receptores fueron
tratados con O3 por via rectal diariamente 10 dias antes de la cirugia y posteriormente a
la cirugia, 3 veces por semana durante 3 meses. Finalizado ese tiempo, se tomaron las
muestras de pulmon trasplantado.

: %


http://www.thermo.com/

Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Material y método

Las muestras obtenidas de cada animal se destinaron al estudio histopatoldgico y
al estudio gendmico mediante RT-PCR.

7. Técnica quirurgica.
7.1. Induccidn de la muerte cerebral y extraccion del pulmén del donante.

El animal donante ha sido sometido a anestesia balanceada general fija,
utilizando como inductor el a-2 adrenérgico medetomidina a dosis de 0.5mg/kg
subcutdnea (SC) (Domtor®, Pfizer, Madrid, Espafia), combinado con el farmaco
anticolinérgico atropina a dosis de 0.04mg/kg intramuscular (IM) (Atropina®, Braun,
Espafia). Después de comprobar el efecto de sedacion, se procedié a administrar
ketamina a dosis de 75mg/kg intraperitoneal (IP) (Ketolar 500®, Pfizer, Madrid,
Espafia) para obtener el efecto anestésico profundo®®237239).

Una vez anestesiado se rasurd y limpi6 la parte anterior del térax y la region
craneal y se realiz6 entubacién orotraqueal segin la técnica descrita por Weksler y
cols®9  utilizando un catéter endovenoso de 14G (Abbocath®, Abott Ireland Ltd.,
Sligo, Irlanda) y facilitando a la misma con la aplicacion de lidocaina 2% (Xylonibsa®,
Inibsa, Barcelona, Espafia) en la epiglotis.
Durante todo el proceso de extracciéon se
mantuvo al animal ventilado con una
presion inspiratoria de 12 cmH,0, con una
relacion inspiratoria/espiratoria (I/E) de 1:2,
una fraccion inspirada de oxigeno (FiO2)
de 0.2, con un volumen corriente (VC) de
1mI/100g de peso y una presion positiva al
final de la espiracion (PEEP) de 2cm de
H,O y una frecuencia respiratoria (FR) de
60 respiraciones por minuto (rpm)(38). Fig.14: Intubaci6n Orotraqueal

Con la rata en posicion decubito
esternal, se realizd con una fresa dental una
trepanacion de 2mm en la zona antero-
lateral a la region de la brema por la cual se
introdujo un catéter Fogarty de calibre 3F
(LeMaitre® vascular, Burlington, MA,
USA), posteriormente se llend lentamente | =
el globo del catéter con 200ul de solucion
salina, con lo que se provocd un aumento
gradual de la presion intra-craneana, con el
fin de conseguir una hernia cerebral para

Fig.15: Induccion de Muerte Cerebral
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obtener como resultado la muerte cerebral del animal®®#2%) E| diagnéstico fue

comprobado unas horas después por la ausencia de la actividad eléctrica registrada en el
encefalograma, presencia de apnea y dilatacion pupilar®®.

Después se coloco a la rata en decubito dorsal, se realizd una incision en la
region media del cuello, se retiraron las glandulas salivales sublinguales, submaxilares y
parétidas para facilitar la diseccion de la vena yugular, por donde se administraron
100U1/100g de heparina al 5% (Heparina sodica® Chiesi, Barcelona, Espafia).
Posteriormente, después de 5-10 minutos se realizé una esternotomia media y con la
ayuda de dos pinzas de Kocher se abri¢ la cavidad toracica, se realiz6 una timectomia y
la diseccion y clampaje de la arteria aorta toracica ascendente con un microclamp
permanente Yasalgil de 4mm (Yasargil®, Medicom, Germany) y al mismo tiempo
seccionar la auricula izquierda, iniciando a partir de ese momento el tiempo de isquemia
(periodo de tiempo comprendido desde la interrupcion del flujo de sangre con la
sujecion de la aorta hasta la reperfusion sanguinea del pulmén después de la
anastomosis de la arteria pulmonar)©&3D,

Luego se realizo el corte de la auricula derecha, vena cava caudal y cono de la
arteria pulmonar para el desangrado del cuerpo del animal. Una vez conseguido, se
procedi6 a la perfusién pulmonar anterégrada con 10-12ml de una solucion de
preservacion fria de glucosa y baja en potasio dextrano (DBP) (Perfadex®, Kungsbacka,
Sweden), la cual fue administrada muy lentamente a través del cono de la arteria
pulmonar izquierda utilizando un sistema de infusién intravenosa (Intrafix primeline®,
Braun, Espafia) y un catéter endovenoso del n°16 (Abbocath®, Abbott, Sligo, Irlanda).
Posteriormente se realizé una perfusion retrégrada a través de la auricula izquierda.

Fig.16: Esternotomia media y
perfusién pulmonar
Cortesia del Dr. N. Santana
y Dr. Ricardo Garcia

Una vez que se obtuvo una perfusion homogénea, y procurando un estado de
semi-insuflacion del pulmon se ligd y secciono la traguea para la extraccion del bloque
cardio-pulmonar realizando una traccion ligera, separandolo del es6fago y seccionando
los troncos supradrticos, aorta, vena cava y ligamento pulmonar. Una vez extraido el

- %




Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Material y método

bloque cardiopulmonar, con el microscopio quirdrgico (Zeiss, OPMI® 9-12.5x,West
Alemania), se procedio a disecar el hilio pulmonar izquierdo (vena, arteria y bronquio),
cortando lo méas distal posible al cuerpo del pulmédn, pinzando el bronquio antes de
cortarlo con un microclamp vascular (Yasargil®, Medicom, Germany), para mantener la
semi-insuflacion pulmonar®®).

Posteriormente se procedi6 a la colocacion de los “cuffs”, sujetdndolos con una
pinza de la lengueta, para pasar por la
luz del cilindro el tejido del vaso
sanguineo o bronquio, el cual después
es evertido y sujetado a la pared externa
del cilindro con wuna ligadura no
absorbible de 7/0 y finalmente el
pulmoén se almacend en la solucién
LPDG a una temperatura de 4 °C hasta
el momento del implante. En el caso de
este estudio experimental, 2h de tiempo
después del inicio del tiempo de Fig.17: Colocacién de cuffs
isquemia®®23h,

7.2 Implante del injerto en el receptor.

En esta fase, el animal que fue utilizado como receptor fue sometido al mismo
protocolo anestésico y de ventilacion que fue utilizado para el animal donante. Una vez
conseguido el efecto anestésico profundo y de haber colocado el catéter endovenoso a
manera de sonda orotraqueal, se rasurd y limpio el hemitorax izquierdo del animal, se le
colocé en decubito lateral derecho, se realiz6 una toracotomia lateral izquierda, sobre el
4° espacio intercostal. Se utiliz6 como separador costal un blefaréstato, para facilitar el
abrir la cavidad toracica y poder exponer el pulmoén izquierdo, el cual fue traccionado y
sujetado con un clip mediano de metal para hojas y poder disecar el hilio
pulmonar®8D,

Una vez que se diseco el hilio
pulmonar y fue posible identificar la
vena, la arteria y el bronquio, se
colocaron ligaduras y pinzas
microvasculares, préximas al corazén,
acto seguido se seccionaron
parcialmente estas estructuras proximas
al pulmén, posteriormente se realizo el
lavado de los vasos sanguineos

Fig.18: Hilio pulmonar disecado
Cortesia del Dr. N. Santana y Dr. Ricardo Garcia
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(intravascularmente) con suero heparinizado®®2%%.

Posteriormente, se realizaron las anastomosis mediante la introduccién de los
cuffs colocados dentro de la luz en la arteria, vena y bronquio del pulmon del receptor,
manteniendo la posicion del cuff con una pinza microvascular que se coloca
perpendicular a la lengleta, fijando ™
las anastomosis anudando sobre ellas F

con las ligaduras no absorbibles de
6/0(38,231).

Finalmente, se reperfundié
secuencial y lentamente el pulmon
implantado, abriendo la pinza del
bronquio para ventilar el pulmén y ¢
eliminar las atelectasias, continuando
con la arteria y por ultimo, la pinza de
la vena®V.

Fig.19: Anastomosis del injerto pulmonar

Una vez que se ventild y reperfundié el pulmén implantado, se introdujo
gentilmente dentro de la cavidad toracica, para luego seccionar el pulmén nativo y ser
retirado por completo. Antes del cierre de la cavidad toracica, se retird y seco el liquido
libre en la cavidad con la ayuda de torundas de algoddn estériles, se retird el blefardstato
y se colocé un drenaje pleural de calibre 8F (Pleurecath®), el cual estaba conectado a un
recipiente con agua estéril, con el fin de hacer un mecanismo de sello de agua; se realizo6
el cierre de la toracotomia por planos; cerrando el plano costal, muscular y subcutaneo
con patron de sutura de puntos separados en “X” con material absorbible polyglactin
910 de 3/0 (Vicryl®, Ethicon, Inc, Johnson and Johnson Intl, Bruselas, Belgica) y el
plano de piel con patron de puntos separados simples con material no absorbible de seda
de 3/0 (Silkan®. B. Braun Surgical S.A. Espafia). Una vez que fue cerrada
completamente la toracotomia, se comprobé que la cavidad toracica tuviera de nuevo su
presion negativa, a continuacion se le administré al animal atipamezol 0.5mg/kg IM
(Antisedan ®, Pfizer, Madrid, Spain) para revertir el plano anestésico y buprenorfina IM
para generar analgesia y, cuando el animal presentd su respiracion espontanea; se retiro
el drenaje, cerrando con un punto en “U” el orificio de salida. Se realiz6 la antisepsia de
la herida con la aplicacion topica de yodopovidona (Betadine ®, Asta Medica, Madrid,
Espafia) %Y,

: %




Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Material y método

8. Cuidados postquirargicos y tratamiento con 0zono.

Posterior a la cirugia, los animales fueron llevados al area postoperatoria para
proveerles los cuidados y el tratamiento necesario hasta la fecha del sacrificio. En estos
cuidados se incluyd: manejo del dolor, evaluacion de las constantes respiratorias, estado
de hidratacion, cuidados generales®”). (temperatura, humedad, confort, alimentacion,
etc.) y el tratamiento con ozono.

8.1. Tratamiento con 0zono

Como ya fue mencionado, el
acondicionamiento con O3 a los animales se realiz6
10 dias antes de la cirugia y posteriormente 3 veces
por semana durante 3 meses. Se utilizé un generador
médico de ozono (Ozonosan Alpha plus®, Dr.
Hénsler Nordring, Germany), controlando la
concentracion mixta del gas (O,-O3) con un
espectrofotometro UV a 254nm.

Fig.20: Ozonosan Alpha plus®,
Dr. Hansler Nordring, Germany

El gas se administro por via
rectal en un volumen de 20ml/Kkg,
con una concentracion inicial de O3
de 20mcg/kg, la cual fue
incrementando en esos 10 dias hasta
alcanzar los 50mcg/kg; con el fin de
obtener de esa manera la tolerancia
a la induccién inicial de estrés
oxidativo que se busca con el
tratamiento. Posterior a la cirugia
del TP, los animales se mantuvieron
con la dosis de 50mcg/kg, cada 72
horas hasta el dia del sacrificio®7%?,

Fig.21: Administracion rectal de ozono

9. Obtencion y procesamiento de las muestras.
9.1. Sacrificio del animal trasplantado.
El sacrificio de los animales trasplantados se realiz6 a los 3 meses posteriores al

implante. Para ello; el animal receptor fue sometido a anestesia general profunda,
utilizando el mismo protocolo anestésico para el trasplante. Una vez anestesiado, se
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rasurd y limpio la region esternal del animal, se realiz6 una intubacion orotraqueal y se
mantuvo ventilado con el mismo protocolo de VC y FR que se utiliz6 en la etapa de
extraccion e implante@7240),

Con la rata en decubito dorsal, se realizdé una esternotomia media y se abrio la
cavidad toracica con dos pinzas de Kocher,
se realiz6 una timectomia y se ha obtenido
por medio de una puncion cardiaca una
muestra de 1.5ml de sangre. Posteriormente
de disecd el bloque cardio-pulmonar de las
adherencias causadas por la cirugia de
implante y de la misma forma que se
describié como fue realizada la obtencion
del bloque cardio-pulmonar del donante, se

utiliz6 para la obtencion de las muestras del

pulm()n(38'231). Fig.22: Toracotomia de un animal trasplantado
a los 3 meses

10. Mediciones.
10.1. Respuesta clinica al trasplante.

Fue valorada la presencia de signos clinicos como hemoptisis, insuficiencia
respiratoria y, si se ha producido el fallecimiento antes del periodo de sacrificio,
considerando el momento y posible causa de la muerte.

Fue evaluado radiograficamente la viabilidad del tejido trasplantado, evaluando
los signos radiollcidos que pudieran sugerir un patrén intersticial (no estructurado o
miliar) que indicara una posible fibrosis por rechazo a los 15 dias, al mes y 3 meses
después del trasplante.

10.2. Determinaciones histologicas.

Se colectaron las muestras del tejido pulmonar izquierdo trasplantado y del
pulmon derecho correspondiente al pulmén sano, se conservaron en formaldehido al
10%; para su posterior evaluacion histopatoldgica con la técnica convencional de
tincion de hematoxilina y eosina. Se evalué por medio de microscopia electronica para
determinar la presencia de edema pulmonar, congestion vascular, hemorragia alveolar y
signos de reaccion pleural que se han clasificado el leve, moderado y severo. El grado
de rechazo se ha determinado segun la clasificacion internacional del rechazo pulmonar
postrasplante en grado 0 (ausencia de rechazo), grado 1 (muy leve), grado 2 (leve),
grado 3 (moderado) y grado 4 (severo), segun la presencia de infiltrado mononuclear
peribronquial y perivascular.
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10.3. Determinaciones genémicas.
10.3.1. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA.

Se colectaron las muestras de tejido pulmonar sano y trasplantado, fueron
conservadas en congelacion hasta el momento de su utilizacion. Se realiz6 el protocolo
de Tri-Reagent para la extraccion del RNA total.

Las muestras congeladas fueron homogeneizadas con Tri-Reagent® (Sigma,
Saint Louis, Missouri, USA) frio, utilizando un homogeneizador Ultra-Turrax T-10
Basic® (Instrumentacién cientifico técnica, Espaiia) y se centrifugaron a 12.000g, 10’ a
4°C. Después de comprobar la desintegracion completa del tejido; se procedié a la fase
de extraccion.

La extraccion se realiz6 con cloroformo al 100% (sigma-aldrich, USA),
posteriormente para eliminar una posible contaminacion de proteinas se realiz6 un
lavado con fenol-cloroformo isoamilico (sigma-aldrich, USA) y para evitar una posible
contaminacion con fenol se realiz6 el lavado con cloroformo isoamilico (sigma-aldrich,
USA).

Finalmente, para la purificacion y aislamiento del RNA, se agreg6 citrato
sodico/NaCl e isopropanol para precipitar el RNA, se dejé incubando a -20°C durante
60 minutos, se centrifugd a 12.00g, 4°C por 10 min. Después se realizaron dos lavados
con etanol al 75%, se elimind completamente el sobrenadate y ya seco el pellet de RNA,
se disolvi6 en agua DEPC @322,

Una vez que se obtuvo el RNA, y que se determind su pureza quimica por medio
del Experion Automated Electrophoresis System® (Bio-Rad, Espafia) en un ratio de
28S/18S; se realizo la tincidén con bromuro de etidio y electroforesis desnaturalizante en
gel de agarosa (Sigma, St. Louis, Missouri, USA).

Las muestras de RNA fueron tratadas con 2pl de RQ1 DNAse (U/ul, Promega®,
Madison, WI) para eliminar la posible contaminacion de DNA. Para la sintesis de
cDNA, se utilizd el kit Script cDNA sintesis (Bio-Rad®). Se mezclaron 2ug de RNA
total con 4ul 5x de la mezcla de reaccion conteniendo “random primers” y la
transcriptasa reversa en un volumen final de 20ul. la mezcla se mantuvo durante 5
minutos a 25°C para permitir el correcto anillamiento de los cebadores y durante 1 hora
a 42°C para producirse la extension. Finalmente las muestras se mantuvieron a 80°C
durante 15 minutos con el proposito de inactivar la transcriptasa reversa para que no
interfiriera en la PCR.
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10.3.2. Determinacion de la expresion genomica mediante qRT-PCR.

Se ha determinado la expresion de: Heat shock 27 kDa protein 1 (Hspb27),
Peroxiredoxin 6 (Prdx-6), Endothelial PAS domain protein 1 (EPAS-1), Glutathione
peroxidase 3 (GPX-3), Selenoprotein P, plasma 1 (Sepp-1), Vascular endotelial growth
factor A (Vegf-A), Surfactant, pulmonary-associated protein Al (Sftp-al), Surfactant
associated protein B (Sftp-b), Plasmalemma vesicle associated protein (Plvap),
Krippel-like factor 2 (KLF2), Claudin 5 (Cldn5), Thrombomodulin (Thbd), Delta sleep
inducing peptide, immunoreactor (DSIP), Flavin containing monooxygenase 2 (Fmoz2).

Tabla VIII: Condiciones de la RT-PCR

Numero Descripcion Prime Foward Prime Reverse
NM_031970.3 Heat shock protein | GGCACACTCACGGTGG | GGGAGGGCTGGTGACG
1 AGGC GCTA
NM_053576.2 Peroxiredoxin 6 CCAGCCACCACGGGC | CAGCCCAGTTCCCGCAG
AGAAA AC
NM_023090.1 Endothelial PAS TGCGCCTGGCCATCAG | CCGTCTTGGGTCACCAC
domain protein 1 CTTC GGC
NM_022525.3 Glutathione TGGCAAACAGGAGCCA | AGTTCCGCAGTGGGAGG
peroxidase 3 GGCG GCA
NM_001083911 Selenapratein P GCAAGGTCGCTGCAG | GCAGGGCTTTGGCCTTG
1 GAGGG GCT
NM_031836.2 | Vascular endotelial | CCAGGCTGCACCCACG | CGCACACCGCATTAGGG
growth factor ACAG GCA
NM_017329.1 Pulmonary 5’ CAGAGACGGGAGAG | 5’CAGCTAAGCTGGAAAT
surfactant- ACGGTGT CCTGG
assocated protein A
NM_138842.1 Pulmonary S'TGCTTCCAAACCCCA | 5’AGAGGACATGGTTCTG
surfactant- CACCTC CTGCA
associated protein B
NM_020086.1 Plasmalemma 5’ACTACTCGCTIGATGC | 5’'TGGCGTCGCAGCTCTC
vesicle associated CGGAGT CATTT
protein
NM_001007684 | Kruppel like factor
A1 2 (lung)
NM_031701.2 Claudin 5 S'TTCTGTTCCACTGCA | 5’ATTTCCAACGCTGCAG
AGACGGC ACCCC
NM_031771.2 Thrombomodulin GGTGCCTGCACCATCG | GCTGGAGCCAGCACACC
CAGT CAG
NM_031345.1 Delta sleep induced | 5’CCCTGGAGCCACTIC | 5’'TCGGTGTTCATGATTC
peptide CTTTCA GGGTT
NM_144737.2 Flavin containing 5’AAGCCACCCTTCCGT | 5’'TCTGCCATCATCGTCG
monooxygenase 2 CGATAC TCTCC

Se ha utilizado un termociclador de capilares LightCycler 1.5° (Roche,
Mannheim, Alemania), con el kit “LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I”
(Roche, Cat No 12239264001) y el software de lightcycler 3.5.3 y se han seguido las
instrucciones del fabricante. Los cebadores que se han utilizado para cada uno de los
genes del estudio han sido disefiados utilizando el software online “Primer3”
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(http://frodo.wi.mit.edu/) y posteriormente se han optimizado con la temperatura de
anillado y la concentracion de MgCl,. La especificidad de los cebadores fue
comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa, observando que se generd una
banda del tamafio esperado. El fragmento amplificado se analizé6 mediante la curva de
melting que permite la identificacion y diferenciacion de las variantes genéticas.

Los cebadores especificos que se emplearon y las condiciones de la gqRT-PCR
han sido recogidos en la tabla XI. Los resultados fueron corregidos mediante el gen
cyclophilin-a (peptidylpropyl isomerase A) como housekeeping gene.

10.4. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd el programa SPSS for windows,
version 15.0 (2006, SPSS Inc. Illinois USA). EIl nivel de significacion estadistica se
establecid6 para una 0=0.05. Desde el punto de vista descriptivo, las variables
cuantitativas se muestran como media aritmética y desviacion tipica 0 como mediana
con un méximo y minimo. Las variables cualitativas se trataron analizando la frecuencia
absoluta de la aparicion de cada una de las categorias asi como las frecuencias relativas.
Para comparar las diferencias de medias se utilizo la U de Mann Whitney.
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1.-Evolucidn clinica postoperatoria

Todos los animales sham y los trasplantados presentaron una buena evolucion
postoperatoria. No se observaron dehiscencias ni infecciones de las heridas quirdrgicas
en ninguno de los animales.

En la tabla XII, se expresan los tiempos de: la extraccion; (desde el inicio de la
cirugia en el donante hasta el momento de la extraccion del bloque cardiopulmonar), de
banco; (desde la extraccion del bloque cardiopulmonar hasta finalizar la colocacion de
los cuffs), del implante; (desde el inicio de la cirugia en el receptor hasta finalizar el
cierre de la toracotomia) y de isquemia del injerto; (desde el momento del clampaje de
la aorta toracica durante la extraccion hasta el momento de la reperfusion arterial del
injerto en el receptor).

Tabla IX: Tiempos invertidos en la realizacion de los TP experimentales

Tiempos Media + SD en minutos
Tiempo de extraccion 71,5+ 19,79
Tiempo de banco 33,13 +6,51
Tiempo de implante 68,91 + 6,31
Tiempo de isquemia 237,16 + 16,50

2.-Descripcion macroscopica de los pulmones

En los animales del grupo control tras la realizacion de la toracotomia
observamos ambos pulmones de aspecto normal con una coloracion rojiza brillante, de
consistencia suave y superficie lisa con una adecuada expansion y vaciamiento de los
mismos, sin dificultad aparente al intercambio gaseoso y sin presencia de focos
atelectésicos o fibroticos.

En los animales del grupo sham, no se observaron diferencias macroscépicas
significativas con relacion al grupo control en el tejido pulmonar; pero si presentaron
una minima cantidad de adherencias entre el pulmén y la pleura parietal a nivel de la
toracotomia realizada en esos animales.
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En el hemitérax izquierdo de todos los individuos pertenecientes al grupo de
trasplante pulmonar sin ozono se observd una desaparicién importante de la morfologia
pulmonar con ausencia de la funcion ventilatoria a pesar de las maniobras de
reclutamiento alveolar. En su lugar se observé un mufion de tejido fibrético que
ocupaba la mitad de la capacidad del hemitorax, de color oscuro, apariencia irregular y
rigido, que envolvia los cuffs que se
utilizaron para realizar las anastomosis del
TP. Dicho tejido presentaba multiples
adherencias a la pared costal y el mediastino
ipsilateral. Al corte de la pieza se observo la
presencia de cavidades quisticas con un
contenido mucoso de coloracion amarillo-
verdosa. En el hemitorax derecho
observamos un crecimiento compensatorio
del pulmén no trasplantado que alcanzaba la
cavidad pleural izquierda conservando un

aspecto morfolégico normal Fig.23:Bloque pulmonar de un individuo del
) grupo trasplante pulmonar

LA D

En el grupo de animales de trasplante pulmonar que recibieron el
preacondicionamiento con ozono, se observo . T w1 Sy B R
en el hemitorax izquierdo una disminucion del ~ U EENE ‘""“,"'{f,
tamafio del pulmén trasplantado (aunque de : T 4! i il

menos cuantia) que presentaba una consistencia | ‘ i
suave y lisa, con una ligera coloracién hialinay & =
algunas zonas atelectésicas, acompafiado de un
menor nimero de adherencias a la pared costal
y al mediastino. El tejido pulmonar presentaba
funcion ventilatoria aunque inferior a la del
pulmon no trasplantado que se incremento tras
las maniobras de reclutamiento alveolar. En el
hemitorax derecho seguimos observando el
mismo crecimiento compensatorio del pulmén
no trasplantado con una morfologia

aparentemente normal. Fig.24:Bloque pulmonar de un individuo del
grupo trasplante pulmonar+ozono

3.-Determinaciones histoldgicas

En el estudio microscopico del grupo control se observé un parénquima
pulmonar de aspecto normal en todos los animales (n=6), constituido por tejido
conjuntivo fibroso, revestido por células planas con ndcleos baséfilos que se
corresponden con los neumocitos tipo | y otras mas aisladas con nucleos grandes y
nucléolos que se corresponden con los neumocitos tipo Il. Se observaron también
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algunos vasos sanguineos, y en la luz del
alveolo (6pticamente vacia) algunos
macrofagos.

En el estudio microscépico del
grupo sham observamos signos de
congestion vascular e hiperinsuflacion en
5 animales secundario al proceso de
extraccion 'y presencia aislada de
histiocitos alveolares en 1 animal, con un
aspecto histoldgico normal, similar del
pulmén a la del grupo control en todos
ellos (n=6).

En el grupo de trasplante
pulmonar sin ozono observamos una
desaparicion del parénquima pulmonar
con ligera persistencia de los bronquios y
bronquiolos dilatados y rodeados de
infiltrados linfoplasmocitarios
acompariados de una intensa vasculitis,
caracteristicas de un cuadro de RC
severo con importante destruccion

pulmonar en todos los animales (n=6) Fig.26: Infiltrados linfoplasmocitarios perivasculares
e intensa vasculitis

En el grupo de animales de trasplante pulmonar que reC|b|eron prewamente eI
acondicionamiento con 0zono no se ' v Ll
observd la presencia de lesiones en 3
animales. Se observo una leve cantidad
de infiltrados mononucleares
perivasculares e intersticiales, que
corresponden a un rechazo agudo leve en
1 animal y signos de bronconeumonia
focal sin otras lesiones en 1 animal. En
ninguno de ellos se observaron signos de
RC. En 1 animal el pulmén no fue
valorable por escases de la muestra.

Fig.27 Gpo. de TP-O3; mostrando un rechazo agudo leve

: %



Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez
Resultados

En la tabla X se muestran los hallazgos microscopicos descritos.

Tabla X: Hallazgos histol6gicos con hematoxilina-eosina

ID Animal Control Sham TP TP-O3

Sin lesiones _Copgesnon_,' RC severo Sin lesiones
hiperinsuflacion

Sin lesiones H'St'OC'FOS RC severo Sin lesiones

alveolares aislados
Sin lesiones hi Copgestloq, RC severo Sin lesiones
iperinsuflacion

Sin lesiones _Copgestloq, RC severo R (R

hiperinsuflacion agudo leve)
" . Congestion, Bronconeumonia

Sin lesiones .. . RC severo
hiperinsuflacion focal

Sin lesiones Congestidn, RC severo No valorable

hiperinsuflacion (Tejido escaso)

4.-Andlisis de la expresion genética por RT-PCR

En las tablas XI, XII y XIII se muestran los resultados de los genes analizados
por RT-PCR de los pulmones del grupo sham, grupo trasplante y grupo trasplante que
fue tratado con ozono, previa normalizacion de los datos esta en funcion de la
cyclophilina. Los datos de las tablas X1 Y XII, estan estandarizados segun la media del
grupo sham por lo que se presentan como cambios relativos en relacion al mismo,
mientras que en la tabla XIIl, los cambios relativos del grupo TP-Oz; estan
estandarizados frente a la media del grupo TP.

Tabla XI: expresion génica del pulmén sham vs el pulmon
trasplantado

Sham TP P
1+0,18 2,60 £ 0,27 <0,001
1+£0,19 1,23 £0,57 0,8089
1+0,15 2,79 £ 0,26 <0,001
1+0,22 0,91 £0,29 0,2723
1+0,15 2,08 £ 0,59 0,0042
1+0,17 1,60 £ 0,70 0,9605
1+0,20 159+0,41 0,9948
1+0,16 2,13+0,43 0,001
1+0,19 2,19 £0,54 0,0024
1+0,18 1,60 + 0,08 0,999
1+0,20 2,57 £0,33 <0,0001
1+0,15 1,32 +0,28 0,9822
1+0,15 1,22 + 0,09 0,992
1+0,18 1,82 + 0,59 0,0168
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Tabla XI1I: expresion génica del pulmén sham vs el pulmén
trasplantado y tratado con 0zono
Sham TP-O3 pP*
1+0,18 0,76 £ 0,15 0,143
1+0,19 0,75+0,12 0,071
1+0,15 0,90 £ 0,21 0,571
1+0,22 0,43+£0,14 0,036
1+0,15 1,83+0,74 0,180
1+0,17 0,68+0,17 0,036
1+0,20 1,08 £ 0,34 0,571
1+0,16 0,86 £ 0,07 0,025
1+0,19 0,80 £ 0,27 0,025
1+0,18 0,60+0,18 0,036
1+0,20 0,68 £ 0,29 0,101
1+0,15 0,71+£0,19 0,036
1+0,15 0,87 £ 0,36 0,786
1+0,18 0,77 £0,15 0,143

Tabla XI111: expresion génica del pulmon trasplantado vs el pulmon

Genes

trasplantado y tratado con 0zono

TP
2,60 +0,27
1,23 +0,57
2,79 + 0,26
0,91 +0,29
2,08 +0,59
1,60 +0,70
1,59 +0,41
2,13 +0,43
2,19 +0,54
1,60 + 0,08
2,57 +0,33
1,32 +0,28
1,22 +0,09
1,82 + 0,59

TP-Os
0,76 £0,15
0,75 +0,12
0,90 0,21
0,43 +0,14
1,83 0,74
0,68 +0,17
1,08 +0,34
0,86 + 0,07
0,80 +0,27
0,60 £0,18
0,68 +0,29
0,71£0,19
0,87 +0,36
0,77 £0,15

P**
<0,0001
0,0392
<0,001
0,0024
0,2612
0,0088
0,0191
0,0001
0,0002
<0,0001
<0,0001
0,0015
0,0271
0,0024

Todos los datos de las tablas X1, XII y XIII fueron expresados en funcién de la
estima las diferencias entre los grupos
mediante el test de la U de Mann-Whitney en donde estadisticamente observamos:

media y su desviacion tipica. El valor de
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En la tabla XI existe un aumento significativo de la expresion de los genes
Hspb27, EPAS-1, Sepp-1, Sftp-b, Plvap, Cldn5 y Fmo-2. En la tabla XII observamos
una menor expresion de los niveles de los genes GPX-3, Vegfa, Sftp-b, Plvap, KIf2 y
Thbd. Y finalmente en la tabla XIII hay una disminucion estadisticamente significativa

Keila Eliam Zerecero Ramirez

en la expresion de todos los genes, excepto en Sepp-1.

A continuacion se muestra graficamente la expresion de los genes, indicando

cuales presentaron significancia estadistica:
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Resultados

4+ Fig. 30: TP vs TP-O4
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Discusion

El trasplante de tejidos y 6rganos; un viejo suefio de la humanidad es uno de los
logros més grandes de la medicina que ha llegado a revolucionar la terapéutica clinica y
que ha ido evolucionando de manera favorable gracias a una mejor seleccion de los
donantes, receptores y a una ortodoxa técnica anestésica y quirirgica acompafada de
una especializacion en los cuidados postquirdrgicos y farmacoldgicos, principalmente
en el campo de los inmunosupresores y antimicrobianos.

El TP representa la Gltima alternativa terapéutica aplicable en el estado terminal
de la patologia pulmonar no maligna, que incluye afecciones de la via aérea del
parénquima y circulacion pulmonar una vez que se han agotado los recursos médicos
convencionales. El éxito del paciente que se somete a una intervencién de trasplante
pulmonar depende de muchos factores tales como el nimero escaso de donantes, las
infecciones y las complicaciones inmunoldgicas del mismo. Esta Gltima causa
determina el fallo primario del injerto, que se traduce en RA o RC y estan relacionados
con diferentes lesiones en el pulmon producidas antes, durante y después del trasplante
originadas por la isquemia y reperfusion del injerto y por los dafios mediados por el
sistema inmune.

A pesar de los estudios sobre la mejoria en la supervivencia inmediata para los
receptores de un TP, la supervivencia a largo plazo sigue siendo baja en comparacion
con la de otros dérganos solidos debido a la alta presencia de RC, por lo que sigue
considerandose actualmente el talon de Aquiles de este procedimiento terapéutico. El
RC se considera como manifestacion principal de las complicaciones del TP y que se
caracteriza por un proceso linfoproliferativo que conduce a la obliteracion de la via
aérea y la fibrosis del injerto y que es la responsable de ésta limitada supervivencia.

Histoldgicamente, el RC sugiere que es causado probablemente por dos procesos
distintos; una inflamacion importante de las estructuras bronquiales y un origen inmune
y/o infeccioso. Estos inducen una respuesta fibroproliferativa con dilatacion de los
bronquios y bronguiolos primarios de la via aérea y una obstruccién progresiva, fibrosis
del injerto y desaparicion del parénquima pulmonar. La lesion del RC se considera
activa si se acompafia de infiltrados en manguito de células linfoplasmocitarias
peribronquiales y perivasculares con una intensa vasculitis que indican que nos
encontramos ante un rechazo cronico pulmonar severo y se considera inactivo si la
infiltracion es escasa 0 ausente.

El objetivo fundamental de este trabajo ha sido valorar si la terapia con 0zono
influye en la disminucion del estrés oxidativo relacionado con el RC del TP y si este
tratamiento modifica la expresion génica asociado al mismo. En este sentido, hemos
observado que los pulmones de los animales del grupo TP muestran evidentes signos de
RC en comparacion con los animales del grupo de TP que han sido tratados con 0zono
en los cuales hemos observado macroscopicamente que existe una preservacion de la

: %



Tesis Doctoral Keila Eliam Zerecero Ramirez

Discusion
morfologia pulmonar y que histolégicamente no existen lesiones de RC. Lo cual nos
indica que el O3 tiene un efecto protector importante del pulmon trasplantado frente al
RC, evitando la aparicion de este o al menos retrasando su aparicion. Este es un hecho
realmente singular, dado que no se ha objetivado un tratamiento farmacoldgico
inmunosupresor capaz de conseguir resultados semejantes a los observados en nuestro
estudio con el O3, con las particularidad de que el O3 carece de los importantes efectos
secundarios de los inmunosupresores y que ademas estimula las defensas antioxidantes
tan importantes en la lucha contra los gérmenes oportunistas, unas de las causas méas
importantes de morbilidad y mortalidad de los pacientes trasplantados. De hecho, s6lo
encontramos signos de infeccion localizada en forma de bronconeumonia focal en uno
de los animales del grupo de TP-O3.

Por otro lado, las condiciones de hipoxia y el tiempo de isquemia en el TP
produce un sufrimiento celular severo, que induce un estrés oxidativo por generacion de
las ROS®3259): entre las cuales encontramos al H,O, y que en un estudio anterior de
nuestro grupo realizado sobre el RC con DNA microarrays en un modelo experimental
de trasplante pulmonar ortotdpico, se observé que existia un importante nivel de
expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo y que éste esté relacionado con
la respuesta del RC®. Los hallazgos morfolgicos observados en los pulmones
trasplantados y tratados con O3 indican que su poder antioxidante y antimicrobiano
protege al pulmon trasplantado de los factores etioldgicos desencadenantes del RC. Este
es el primer estudio en el que se valora el efecto del O3 sobre el TP, el hecho de que si
su efecto de proteccion es duradero o requiere de la administracién prolongada de Os
tras el TP o si su efecto sélo retrasa la aparicion del RC, requiere de nuevos estudios a
largo plazo que nuestro grupo de investigacion esta preparando.

La GPX3 es una enzima antioxidante que se le localiza en el plasma, el sustrato
principal sobre del cual actia es el H,0,, catalizando este elemento en productos
inofensivos y agua®*®® protegiendo de ésta manera a la célula de los efectos
degradantes de los hidroperéxidos disminuyendo asi el estrés oxidativo®’?®. La
ozonoterapia estimula al sistema antioxidante produciendo y manteniendo constantes
los niveles de H,O, en la sangre, entonces el que nosotros hayamos encontrado ésta
enzima disminuida en su expresion en el tejido pulmonar de nuestro estudio no quiere
decir una ausencia de la actividad antioxidante; sino a que esta accion se esta llevando a
cabo a nivel plasmatico, y probablemente de ésta manera el injerto pulmonar se
encuentre protegido, ya que no entra en contacto directo con el H,0,.

En nuestro estudio, también observamos cambios interesantes en el
comportamiento de la expresion de Vegf-A. Se sabe que este gen estad implicado en el
aumento de la permeabilidad vascular asi como en la induccion de la angiogénesis a
partir de los vasos sanguineos ya existentes como respuesta a estimulos fisiol6gicos y
también a algunos estados patologicos como por ejemplo el desarrollo de tumores o el
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trasplante de 6rganos®®?*%. por otra parte, también actlia como una citoquina pro-
inflamatoria e induce la expresion de una serie de moléculas implicadas en la regulacion
de la angiogénesis como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), moléculas de adhesion como la
selectina, VCAM-1 y factores pro-coagulantes como el factor tisular®*?%?. Estos
efectos estdn mediados por tres tirocin-quinasas estructuralmente relacionadas
denominadas VEGFR1/FIt1, VEGFR2/KDR/FIk1, VEGFR3/FIt4?1%3 [ a importancia
entre el eje VEGFR2-VegfA estd relacionada por el hecho de que el ligando y el
receptor aumentan los niveles en estados patolégicos®?, exacerbando las lesiones y el
deterioro de la funcién pulmonar estimulado por la hipoxia®©°?%® ya que contribuye a la
formacion de edema después de la isquemia-reperfusion®”:2®),

Las funciones de Vegf-A van relacionadas al comportamiento de KLF2. La
familia de los factores de transcripcion KLF; es una subclase de la familia de los finger-
zinc, implicados en la regulacion del crecimiento y diferenciacion celular®?. Se
conocen varios subtipos, entre los cuales se ha identificado al KLF2 que se expresa
intensamente en las células endoteliales y es requerido para la formacion de vasos,
como regulador de la pro-inflamacién endotelial y de la funcién pro-trombotica®®®27.
El KLF2 inhibe de forma potente el Vegf-A retardando su expresion por medio de la
inhibicion de la estimulacion inflamatoria activada por NF-xf3 y del flujo de calcio
mediado por VEGF, controlando de forma potente la inflamacién, la angiogénesis y el
edema tisular, ya que una sobreexposicion a la accién de KLF2 atenla las citoquinas
proinflamatorias inducidas por VEGFR2 inhibiendo de ésta manera la angiogénesis
producida por Vegf-A. Esta inhibicion de VEGFR2 tiene lugar a través de la
competencia por la unién entre el KLF2 y un activador de la transcripcion del promotor
de VEGFR2.5P1®?"™) KLF2 también es capaz de atenuar de manera importante la
activacion de las células endoteliales y la expresién de los genes proinflamatorios
mediados por las citoquinas pro-inflamatorias como VCAM-1, COX-2 vy el factor
tisular®®Y. Por lo expuesto consideramos que la presencia y el comportamiento de la
expresion de Vegf-A y KLF2 observada en nuestro estudio, probablemente estan
relacionadas al control de la angiogénesis generada por el proceso de hipoxia, el edema,
inflamacion y otros signos importantes de manifestacion de RC en los animales que
recibieron ozonoterapia

Se sabe que en diferentes patologias pulmonares y vasculares en las que su
etiologia estan involucrados procesos de inflamacién, isquemia-reperfusion y estrés
oxidativo (como por ejemplo bypass vascular y trasplante de 6rganos) se ve alterada la
actividad de la Thbd, una glicoproteina integral de membrana que se expresa en la
superficie de las células endoteliales y es abundante en 6rganos altamente vasculares
como el pulmén. Es un cofactor para la activacion de la trombina, ya que al unirse; la
trombina pasa de un procoagulante a un anticoagulante. Este complejo se une a la
proteina C que, en presencia de la proteina S, calcio, y la membrana fosfolipidos,
degrada los factores Va y Vllla, evitando ain mas la formacion de trombina, y ademas
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de ser incapaz de actuar sobre el fibrindgeno, el factor V o el factor de agregacion
plaquetaria; jugando un papel importante en el mantenimiento del estado normal
anticoagulante del endotelio. La trombina cuando esté interactuando con la Thbd posee
efectos antiinflamatorios; ya que tiene la capacidad de suprimir los productos
inflamatorios tales como endotoxinas, TNF-a, IL-1, la expresion de NF-kf e interfiere
con la activacion del complemento y tiene también propiedades profibrogenéticas y es
mitogénica; ya que regula citoquinas, moléculas de adhesion, factor de tejido, y los
inhibidores de la fibrinolisis*’*%"¥. Cuando disminuye la expresion de la Thbd como
hemos corroborado en nuestro estudio, tenemos que como consecuencia las
concentraciones de trombina son elevadas, se activan los receptores de proteasas de las
células; aumentando las respuestas pro-coagulante e inflamatoria. Las células
endoteliales dafiadas por los radicales libres y la hipoxia, activan los neutréfilos y
monocitos, se produce el factor tisular y se inicia la coagulacion intravascular
diseminada como precursor al inicio del RC. En nuestro estudio observamos que en los
animales tratados con 0zono esta glicoproteina se encuentra disminuida de manera
significativa, probablemente este farmaco no tenga accioén sobre la regulacion de
Thbd(272'274).

La familia de las proteinas transmemebrana Claudin (Cldn), se compone de
aproximadamente 23 miembros, que son esenciales para la composicion de las
estructuras que forman las uniones entre las células endoteliales y epiteliales (tight
junction 6 TJ)®**2™) que son las encargadas de la homeostasis de solutos, del control
del transporte de membrana y del mantenimiento de la polaridad celular, importantes en
la via aérea ademas para la composicién de las defensas pulmonares. A lo largo de todo
el arbol bronquial, aparentemente no se han visto diferencias morfoldgicas en las TJ, sin
embargo, quizés si puedan existir diferencias entre sus funciones electrofisioldgicas
como consecuencia a la expresion de los diferentes miembros de la familia de los
Claudin. Existen algunos estudios que sugieren que las TJ desarrollan cambios
importantes de funcién como resultado de la respuesta a la inflamacion asociada a
enfermedades crénicas como por ejemplo en la fibrosis quistica®>?’®. En nuestro
estudio, hemos analizado el comportamiento de la expresion de la proteina Cldn5, ya
que en el estudio antes mencionado de DNA microarrays realizado por nuestro grupo de
investigacion, este es uno de los genes que demostro tener un papel importante en el
control de la presentacion del RC®®. Hemos comprobado una vez més que en los
animales que se les ha realizado TP, la expresion de Cldn5 esta aumentada, y que en los
animales que han recibido tratamiento con Os, la expresién disminuye de manera
importante probablemente porque el ozono esta protegiendo la homeostasis celular,
evitando los cambios que se generan después del TP.

Hsp27 es una pequefia proteina capaz de formar largas cadenas que actian como

chaperonas involucradas en el plegado y re-naturalizacion de proteinas y en la
degradacion de aquellas que se han desnaturalizado de manera irreversible. Desempefia
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un papel esencial en la diferenciacion de los tejidos y en termotolerancia y
citoproteccion bajo condiciones de estrés y oxidacion. También inhibe la apoptosis y
protege a los filamentos de actina de la fragmentacion. Posee capacidad para modular
las ROS y estimula la expresion de GPX actuando entonces como un citoprotector. Se le
ha asociado con la formacidn de vasos sanguineos sanos en pacientes con rechazo que
han sido sometidos a trasplante cardiaco®>?""). Estudios recientes han asociado Hsp27
con el desarrollo de BOS por la presencia de niveles séricos elevados de Hsp27 y los
niveles de anticuerpos anti-Hsp27 en el BAL de los receptores con BOS®*?™®). Sin
embargo, en el estudio que hemos realizado con DNA microarrays, se concluyé que esta
molécula protege el citoesqueleto del RC e inhibe la apoptosis®®. En el presente
trabajo, justificamos nuevamente esta hipétesis, ya que en los animales tratados con O3
la expresion de Hsp27 esta disminuida, como efecto constante del efecto antioxidante de
la terapia y de la proteccion celular que induce, de forma que al no haber RC no es
necesaria la sobrexpresion de estas proteinas con efecto reparador.

Otro gen importante que también estd implicada en la regulacion de los genes
endoteliales, entre los cuales se menciona la actividad de Vegf y que hemos evaluado en
nuestro estudio previo de DNA microarrays concluyendo que su expresion en el RC de
TP se ve aumentada como consecuencia de la hipoxia, es al factor de transcripcion
EPAS-1%%)_ Este se expresa de manera abundante en las células del endotelio vascular y
pertenece a la familia de los bHIJH-PAS, quienes tienen propiedades de actuar sobre la
detoxificacion de xenobioticos, el control del ciclo circadiano, la especificacion y
maduracion del tejido, y la remodelacion vascular durante el desarrollo embrionario. Es
similar en un 48% de sus aminoacidos al factor inducible por hipoxia al (HIFal) que es
responsable de la induccién de la expresion del gen eritropoyetina en condiciones de
hipoxia y que juega un papel importante en el proceso de homeostasis de las
catecolaminas®’®*9. La disminucién significativa de su expresién en los animales
tratados con O3 indican que el ozono también interfiere positivamente con la regulacion
de EPAS-1, probablemente debido también al efecto protector del O3 sobre el pulmon,
de forma similar a los que ocurre con Hsp27.

Un hallazgo interesante que no se conocia hasta ahora es la presencia de
actividad de Plvap en el pulmdn, su expresién se encontré aumentada en los animales
que fueron trasplantados y que presentaron RC severo. El Plvap es un gen que
inicialmente fue identificado como una proteina de superficie celular en el endotelio
cerebral inmaduro de roedores®®. Posteriormente se identificé su presencia en los
canales transendoteliales, en los canales caveolae y en el endotelio fenestrado®®22%%. Se
sabe que su expresion es reprimida en el SNC normal en relacion con la barrera hemato-
encefélica intacta®®?. Se ha identificado como un marcador de la microangiogénesis en
neoplasias malignas del cerebro, en una probable relacién con la actividad de Vegf®®?,
Probablemente la presencia de este gen en el RC del TP también sea inducida por la
hipoxia sin que podamos descartar por ahora su papel como mediador del RC vascular
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En los neumocitos tipo 11, se ha detectado la presencia de Sftp-al. Es un gen que
codifica la sintesis de la proteina surfactante Al (SP-Al) que es responsable de la
induccidn de citoquinas pro-inflamatorias de la proliferacion de las células inmunes, de
la quimiotaxis, del control de la fagocitosis de los macrofagos alveolares, del control de
la inmunidad contra antigenos y la modulacion de las ROS®®®. En esta misma familia
tenemos al gen Sftp-b, que codifica para la expresion de la proteina surfactante B (SP-
B) cuya funcién es contribuir a la funcién del liquido surfactante®®. El déficit de
ambas proteinas se relaciona con la insuficiencia respiratoria, y particularmente la SP-
Al se ha asociado con el sindrome de dificultad respiratoria infantil de los bebés
prematuros y con la inmadurez estructural de los pulmones®*. Otro dato importante es
que a algunas variaciones genéticas de ésta molécula, se les ha relacionado con la
fibrosis pulmonar idiopatica y con la inflamacion de lesiones pulmonares graves, el
asma, la fibrosis quistica y el envejecimiento®®?®  En nuestro estudio hemos
observado que existe un aumento de la expresion de estos dos genes en el RC, quizas
como mcanismo compensador debido a las alteraciones inmunolégicas e inflamatorias
asociadas al TP e incluso para parricipar en el control de infecciones bacterianas, de
forma que el O3 dismunye la expresion de las mimsas hasta valores normales
probablemnte pq se reuiere menos de su expresion al no haber lesiones de RC en estos
animales.

La Prdx-6 es una enzima bifuncional miembro de la familia tiol-proteina
antioxidante especifica, implicada en la regulacién redox de la célula, capaz de reducir
los &cidos organicos de cadena corta, los acidos grasos, los hidroperoxidos de
fosfolipidos y también al H,O,, por lo que su papel también es importante en la
proteccién contra el dafio oxidativo®®. En nuestro estudio, la expresién de ésta
molecula tiene el mismo comportamiento que la de GPX3.

La funcion de la familia FMO es la de metabolizar una amplia gama de
farmacos, xenobi6ticos y algunos sustratos endégenos®®®. En los humanos,
aparentemente existen diferencias entre los alelos que codifican para la expresion de las
FMO?2 asociado con el origen étnico®?. Quizés es posible que esta enzima acttie como
detoxificante de los productos toxicos del estrés oxidativo, ya que hemos visto que su
expresion aumenta en el RC y disminuye con el tratamiento de ozono; sin embargo
habra que realizar mas estudios sobre su funcionamiento y verificar si existe algin
cambio en su comportamiento basado en las diferencias moleculares entre especies y/o
razas.

En nuestro estudio, también detectamos la actividad de un neuropéptido que no
se ha relacionado hasta ahora con el tejido pulmonar, se trata de DSIP. Su funcién
principal es la de regular el suefio; sin embargo también se le atribuye la capacidad de
regular algunas funciones endocrinas y se piensa que quizas este regulado por los
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corticoides®®*?). Un trabajo realizado con mitocondrias de rata in-vitro demostré que
este neuropeptido mejora la eficiencia de la fosforilacion oxidativa®?®. En nuestro
estudio, observamos que la expresion de éste neuropeptido disminuye en los animales
que recibieron tratamiento, por lo que podemos hipotetizar que su actividad en el RC se

encuentre relacionado con la inflamacion y que de alguna manera influye en el sistema
antioxidante.

Finalmente, en nuestro estudio, el tratamiento con O3 ha evitado o al menos
retrasado de forma significativa la aparicion a los 3 meses de RC en los pulmones
trasplantados por su efecto antimicrobiano, antioxidante y probablemente también
inmunosupresor, lo que abre una nueva alternativa de tratamiento y/o prevencion de los
pacientes trasplantados. Dado que es un farmaco que no produce efectos adversos, que
es facil de administrar y econdmico, desde el punto de vista traslacional supone una
opcidn potencialmente aplicable al ser humano. Los futuros estudios experimentales a
largo plazo y los ensayos clinicos que devengan nos ayudaran a confirmar este singular
aplicabilidad terapéutica del O3 en el TP.
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Primera: “Los hallazgos macroscopicos mostraron que los pulmones trasplantados
habian perdido la morfologia pulmonar a los 3 meses convirtiéndose en un pequefio
mufon fibrotico sin capacidad funcional. Mientras que los pulmones trasplantados y
tratados con O3 se observd que conservaban la estructura pulmonar y ventilatoria
normal’’.,

Segunda: “Los hallazgos histologicos del grupo de animales trasplantados mostraron
la presencia de un RC severo en todos los animales, mientras que en los pulmones de
los animales trasplantados y tratados con O3 no se observo la presencia de signos de
RC, de forma en que el tratameinto con O3 protege a los pulmones trasplantados del
RC”.

Tercera: “Se comprobo por medio de la técnica de PCR-RT la presencia de genes
relacionados con el estrés oxidativo en los pulmones de los animales trasplantados,
mientras que se observo el efecto antioxidante y detoxificante del O3 en la expresion
génica de los pulmones de los animales que fueron tratados con O3”.

Cuarta: “L0s signos de angiogénesis y el edema que se desencadenan por la hipoxia
resultante del TP influyen en la presentacion del RC, y fue observado en este estudio
que el ozono es capaz de regular e inhibir estos signos mediante el control de los
genes Vegf-A, KIf-2, Thbd, Plvap y EPASL.

Quinta: “Los genes Vegf-A y KLF2, tienen influencia sobre la accion de la COX-2,
por lo que a pesar que no se ha reportado, el Oz pudiera tener propiedades
desinflamatorias, analgésicas y quizas antipiréticas; estos efectos podrian ser
entonces tener sinergia con la administracion de farmacos inhibidores selectivos de la
COX-2”.

Sexta: “Se observo por medio de la técnica de PCR-RT que el ozono puede ser capaz
de ejercer influencia sobre la homedstasis celular, ya que regula los genes que son
capaces del control del transporte de membrana y la concentracion de solutos;
mecanismos que mantienen la polaridad celular y de ésta manera inhibir el proceso
de apoptosis relacionado al RC”.
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Septima: “En nuestro estudio, el tratamiento con O3 ha evitado o al menos retrasado
de forma significativa la aparicion a los 3 meses de RC en los pulmones trasplantados
por su efecto antimicrobiano, antioxidante y probablemente también
inmunosupresor, este Ultimo hasta ahora no ha sido evaluado”.

Octava: “Desde el punto de vista traslacional; el ozono es un medicamento seguro,
econdémico y de facil administracion y representa una alternativa de tratamiento para
pacientes que han sido sometidos o van a ser sometidos a un TP”.
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