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El trasplante pulmonar (TP) es una opcidn terapéutica aplicable en el estadio final dela
patol ogia pulmonar no maligna. Desde la década de los 80 se han realizado mas de 21.000 TPy
aunque la mayoria de los pacientes mejoran su calidad de vida, la supervivencia global se ha
estancado en un 53% alos 5 afios. Esto se debe en gran parte a las complicaciones y a la escasa
repercusion clinica de los trabajos experimental es sobre las mismas, de forma que laincidencia
del rechazo apenas se ha modificado en los 10 dltimos afios. De hecho, €l rechazo crénico (RC),
proceso fibroproliferativo que conduce a la fibrosis del injerto, continda siendo el talon de
Aquiles dd TP. Estas evidencias clinicas demandan un esfuerzo en la investigacion
experimental basica dirigido a conocimiento de los genes y mecanismos moleculares
involucrados en € RC. Con este deseo se ha desarrollado la presente Tesis.

Para ello se ha disefiado un estudio de experimentacion animal con un total de 25 ratas
Sprague-Dawley. Los animales se han distribuido en 2 grupos: a) un grupo control (n=5) al que
se le extrgo muestras de pulmoén sano y b) un grupo problema (n=20, 10 donantes y 10
receptores) a que se le realizo un trasplante pulmonar unilateral izquierdo. Se ha valorado: a)
evolucion clinica, b) estudio histoldgico, c) apoptosis y d) determinaciones genéticas mediante
microarraysy PCR en tiempo real.

Los halazgos histolégicos demostraron cambios caracteristicos de la respuesta a
rechazo crénico con desaparicién del parénguima pulmonar e infiltracion por células
linfoplasmocitarias. El estudio inmuhistoquimico mostré una elevada positividad tanto para
marcadores anti-apoptoticos (Bcl-2) como proapoptéticos (Bax, Caspasa 3). El uso de latécnica
de microarrays ha permitido identificar 326 genes que incrementaron su nivel de expresion en
més de un 50% mientras que 387 lo reducian en la misma intensidad. Los genes regulados en
respuesta a rechazo crénico estan significativamente representados por |as respuestas biol 6gicas
relevantes para este modelo: “regulacion de la apoptosis’, “actividades de ribosomas’,
“presentacion y procesamiento de antigenos’, “respuesta inmune” y “respuesta a estrés celular.
El rechazo cronico se asocia con un incremento de los niveles de MCP-1, TGF-B e IGF-1 en €
pulmén trasplantado cuyas funciones estdn intimamente relacionadas con los procesos
biol6gicos identificadas en los microarrays, 10 que sugiere que participan de forma muy activa
en e RC. Desde € punto de vista translacional podrian ser analizados con mas detalle para
comprobar su utilidad como biomarcadores que permitieran monitorizar la evolucion de los
pacientes trasplantados de pulmaon.

Nuestro estudio ha aportado un andlisis gendmico basico a estudio del trasplante
pulmonar experimental y ha demostrado que la técnica de microarrays resulta muy eficaz para
analizar los cambios gendmicos asociados a rechazo cronico. Esto muestra € poder potencial
de los microarrays de ADN para identificar nuevas dianas moleculares relacionadas con los
cambios fisiopatolégicos que sufre e pulmoén trasplantado. Estas dianas podrian ser
manipuladas para regular la respuesta inmune/inflamatoria exacerbada o para contribuir a
desarrollo de tratamientos mas selectivos capaces de proteger a pulmén trasplantado del
rechazo.
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EL TRASPLANTE PULMONAR

El trasplante pulmonar (TP) es una opcion terapéutica aplicable en el estadio
final de la patologia pulmonar no maligna, que incluye afecciones de la via aérea,
parénquima pulmonar y circulacion pulmonar. Desde 1980 se han realizado mas de
21000 trasplantes en todo € mundo (uni o bipulmonares). Este nimero se va
incrementando, habiendo mejorado de forma considerable la supervivencia gracias alos
avances en la preparacion preoperatoria, preservacion del 6rgano, técnica quirdrgica,
inmunosupresion y control postoperatorio. Aunque la supervivencia actua global ronda
el 50% alos 5 afios, la mayoria de los pacientes trasplantados experimentan una mejora
considerable de su calidad de vida, lo que ha consolidado a este procedimiento
quirdrgico.

1.1.-Historiay evolucion del trasplante pulmonar

El TP experimental se inicié en la Union Soviética cuando Demikov realizo, en
1946, € primer trasplante cardiopulmonar en un perro. Un afio mas tarde efectuaria un
trasplante unipulmonar’® En un principio, ademés de valorar las posibilidades de
supervivencia del perro sometido a trasplante, los estudios fisiopatolégicos iban
dirigidos a conocer la repercusion hemodinamica y las posibilidades de que € 6rgano
trasplantado asumierala funcion respiratoria.

La pregunta que se hacian todos los autores, y en especial los grupos de Hardy®
9y Veith®, erasi @ pulmén implantado serfa capaz de asumir dicha funcién. Para ello,
usaban un modelo experimental de autotrasplante y homotrasplante, con ligadura de la
arteria pulmonar contralatera. En ese sentido, en Europa destacaron los estudios
experimentales de Wildevuur®, de Noirclerc® y de Levasseur” y en nuestro pais, los
trabajos de la Fundacion Jiménez Diaz®, del Hospital de la Santa Cruzy San Pablo y
de la Facultad de Medicina de Madrid.

El primer autor que realizé un TP experimental con éxito fue e francés Metras®
quien, en 1950, publico su serie de 20 trasplantes con supervivencias de 3 semanas. La
importancia del trabajo de este autor radica en que introdujo la técnica del implante
pulmonar que apenas se ha modificado con e paso del tiempo, siendo la secuencia
preferida para las anastomosis la del bronquio, seguido de la arteria y por Ultimo de la
auricula

Sin embargo, los primeros TP en clinica humana tuvieron un resultado
desalentador. Hardy © realiz6, en 1963, el primer TP unilateral izquierdo, en el
Mississipi Medical Center, falleciendo €l enfermo a los 15 dias de insuficiencia renal.
En 1971, Hugh-Jones™®, consiguié una supervivencia de 2 meses, en un paciente afecto
de aveolitis fibrosante sometido a un TP derecho que fallecié por dehiscencia
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bronquial. En 1972, Veith™, obtuvo una supervivencia de 6 meses en un paciente con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) que murié de una hemoptisis masiva
por erosion de una arteria bronquial. Nelems® en 1977 intervino en Toronto a un
paciente afecto de una lesion pulmonar por inhalacion que fallecio a 18° dia por
dehiscencia de la sutura bronquial.

La mayor supervivencia fue la conseguida por Deron™® del Hospital
Universitario de Gante al realizar un TP derecho a un paciente silicético que fallecié a
los 10 meses de una neumonia. De los 38 primeros pacientes trasplantados, en los que la
inmunosupresion se realizo principalmente con corticoides y azatioprina, desde € de
Hardy en 1963 a de Nelems en 1977, solo 9 sobrevivieron mas de 15 dias. La mayor
parte de estos pacientes fallecieron por infeccion y dehiscencia de la anastomosis
bronquial.

Sin duda, la dehiscencia de la anastomosis constituia un serio problema y por
ello se disefiaron determinadas estrategias técnicas para intentar evitarla. En 1970
Trummer® describié la seccion bronquial del donante en la proximidad de la
bifurcacién, haciendo un implante de bronquio corto y su posterior cobertura con los
tejidos vecinos, mientras que Veith™ describi6 la técnica del telescopado bronquial. A
su vez, la escuela de Toronto iniciaba € estudio experimental de la isquemia del
bronquio en el segmento distal de la anastomosis en € autotrasplante, comprobando que
el restablecimiento de la circulacion arterial bronquial tardaba alrededor de 4 semanas
en producirse'’®.

En este sentido, Lima™” comprobé que la dosis de prednisona administrada para
la inmunosupresion del paciente, 2 mg/kg/dia, tenia un efecto adverso sobre la
cicatrizacion bronquial. Con la aparicién de la ciclosporina, Goldberg™® observé un
nimero significativamente menor de dehiscencias de la anastomosis bronquial cuando
la utilizaban como alternativa a la prednisona. Con € fin de paiar la isquemia como
factor determinante en esta problemética, Dubois'™® estudié el papel de la omentopexia
en la revascularizacion bronquial. Comprobd que €l epiplon era capaz de restablecer
comunicaciones con la circulacion bronquia distal 4 dias después del trasplante,
preservando laviabilidad de la anastomosis bronquial.

Con posterioridad, Saunders'®® publicd en 1984 un trabagjo experimental, en el
que la utilizacion de la ciclosporina como sustituto de la prednisona y € uso de la
omentopexia demostré excel entes resultados.

Tras su primer fracaso, e grupo de TP de Toronto intentd por segunda vez
realizar un TP en 1982, esta vez dirigido por Cooper®. El paciente afecto de una
fibrosis pulmonar (FP) por paraquat fue tratado mediante TP bilateral secuencial, con un
intervalo de 17 dias y con circulacidon extracorpdrea con oxigenador de membrana
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(ECMO). El paciente murio a dia 71 del segundo trasplante por una fistula entre la
tréqueay la arteriainnominada.

Sin duda, la publicacion, ese mismo afio, de Reitz®® de los resultados obtenidos
en la Universidad de Stanford con e trasplante cardiobipulmonar (TCP) en €
tratamiento de la insuficiencia cardiaca secundaria a hipertensiéon pulmonar (HTP),
Supuso un gran estimul o ante un panorama desol ador.

Este estimulo, junto con € interés mostrado a nivel experimenta y €l andlisis de
laexperienciamundial, que ponia de manifiesto que |os receptores traspl antados estaban
en situacion clinica catastrofica, determinaron que € grupo de Toronto iniciara un
programa de trasplante unipulmonar en pacientes afectos de FP que no estuvieran en
situacion terminal. En 1983 realizaron un TP derecho en un paciente de 58 afios afecto
de FP, e cual fue dado de alta hospitalaria a las 6 semanas, con una buena calidad de
vida hasta su fallecimiento, seis afios y medio més tarde, por insuficienciarena .

Algunos afios més tarde se presentaron las primeras revisiones con resultados a
largo plazo. En 1987, Cooper®” presentd los 5 primeros casos de TP unilateral con sdlo
un fallecimiento, y en 1989 Pearson presentd 16 TP unilaterales con sdlo 4 muertes.
Con ello seiniciabalaandaduraclinicade lacirugiadel TP.

Sin embargo, quedaba por solventar el TP bilateral para la patologia séptica y,
por aquel entonces, el enfisema pulmonar. Tas la experiencia del grupo de Stanford®,
se pensd que & TCP podria ser una aternativa a TP bipulmonar. Sin embargo, este
procedimiento presentaba dos inconvenientes, la elevada mortalidad de la técnica (25-
30%), y e hecho de que se afiadia un trasplante cardiaco innecesario, ante €l incremento
creciente que habia en la demanda de corazones dado € aumento de centros
trasplantadores.

Para obviar este problema, Dark®® realiz6 en 1986 un trabajo experimental en
primates a los que realizaban un trasplante en blogque de ambos pulmones sin el corazon,
con buenos resultados tanto a corto como a largo plazo. La intervencion quirdrgica se
realizo sin circulacion extracorpérea (CEC) y bajo parada circulatoria en hipotermia de
20° Cy cardioplgia.

Posteriormente, e grupo de Toronto®®” incorporé el procedimiento a la
clinica humana, comunicando en 1988 seis casos de trasplante en bloque. El principio
basico de la intervencidn era conservar e corazon del receptor. El bloque donante se
conectaba mediante una Unica sutura traqueal, sutura de la arteria pulmonar, y
anastomosis del parche del atrio del donante, portador de las 4 venas pulmonares, a la
cavidad auricular izquierda del receptor.
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El mayor inconveniente del implante en bloque era el de la cicatrizacion de la
via aérea. De los primeros 16 casos presentados por Patterson®, 3 desarrollaron una
necrosis isquémica fatal en la traguea y ambos bronquios. La prevalencia de esta
complicacion fue mayor en e TP bipulmonar que en los TCP. Una explicacion del
hecho podiaresidir en lafata de lairrigacion colateral coronario-bronquial; pues yaen
1932 Hudson® confirmé la existencia de anastomosis entre los circuitos coronario y
bronquial.

En Europa, Noirclerc® propugné la anastomosis bronquial bilateral tanto para
el TP bilateral como para el TCP. La finalidad de esta variante técnica fue acortar la
longitud del bronquio principal en el donante para minimizar €l riesgo de la isquemia
Para ello tuvo en cuenta la via retrograda de vascul arizacion bronquia a expensas de las
anastomosis entre las arterias pulmonares y las bronquiales descritas por Paris y Lopez-
Merino®?.

Finalmente, el TP bilateral secuencia en un Unico acto operatorio, realizado a
nivel experimental por e grupo de Alican® y el de Veith®™, en e afio 1971, logré
imponerse y hoy dia se consideracomo € TP ideal.

En 1990 Pasque'® present6 los 3 primeros pacientes operados con esta técnicay
e afio siguiente e mismo grupo de St. Louis comunicd otros 24 casos®?. Sus
principales indicaciones fueron la fibrosis quistica (FQ), las bronquiectasias y aquellos
pacientes con enfisema que precisaron € TP bilateral. Las ventgjas méas destacables
fueron: @) la anastomosis a nivel bronquial, dgjando “in situ” e corazén del receptor,
reducia al maximo las complicaciones isquémicas en la cicatrizacion de la via aérea, b)
se obviaba la necesidad de CEC de inicio, y solo se empleaba de necesidad cuando las
circunstancias hemodindmicas y de intercambio gaseoso 1o requerian (25% de los
casos), €) se mantenia la inervacion cardiaca, y se evitaba la diseccion de la traguea,
region subcarinal y mediastino posterior del receptor, d) no precisabaisquemia cardiaca
cuando se realizaba la sutura del parche atrial, como ocurriaen e caso del trasplante en
bloque. Con todo €llo, se evitaba deteriorar alos pacientes con disfuncion miocardicay
se prevenialainestabilidad hemodinamica postoperatoria.

En nuestro pais fue & grupo de Astudillo € que realiz6 los 3 primeros TP
secuenciales bipulmonares en 19929 aunque la actividad del TP comenzé en Espafia
en 1990 en e Hospital Universitario La Fe de Valencia con un TCP®,

1.2.-Indicaciones del TP. Criterios de seleccion del receptor
Dado que el nimero de posibles receptores de TP es superior a la oferta de

donantes, se han elaborado una serie de guias internacionales®>®® con e fin de
acondicionar los recursos existentes a los candidatos més éptimos. Aungue en nuestro
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medio es mucho menor, € tiempo medio de esperaen listapara TP anivel internacional
es de 1 a 2 afos. Por ello, los posibles candidatos deben cumplir una serie de
condiciones generdles y especificas de su enfermedad de base, factores de peor
prondéstico, que justifiquen un TP antes de 2 afios.

1.2.1.-Valoracion de la comorbilidad del receptor

Cuando se vaora un paciente como posible candidato a TP, hay que asegurarse
de que se han optimizado todos los tratamientos posibles. El TP es una rara opcién en
pacientes agudos criticos, s previamente no se habia considerado esta opcién
terapéutica. En € estudio preoperatorio se incluye la valoracion de la comorbilidad de
estos pacientes, debiendo estar controlada cuando son incluidos en lista de espera.

Dado que los pacientes mayores tienen peor supervivencia global que los
pacientes jovenes, existen normativas internacionales con respecto a la edad que limita
laindicacion de TP. Para un TCP se establece € limite de edad en 55 afios, parael TP
unilateral en 65 afios y parael TP bilateral en 60 afios™.

Tabla |: Comorbilidad en €l receptor de TP

1.- Comorbilidad respiratoria
Infecciones respiratorias
Carcinoma broncogénico
Cor pulmonale
Neumotdrax
Embolismo pulmonar

2.-Comorbilidad cardiovascular
Enfermedad coronaria
Fallo ventricular izquierdo
Hipertension arterial
Accidente vascular

3.-Efectos secundarios de |os tratamientos
Corticoides
I nmunosupr esor es

4.-Otras
Infecciones no respiratorias
Alteraciones digestivas en la FQ
Reflujo gastrointestinal
Ulcera péptica
Enfermedad diverticular
Osteoporosis
Malnutricion/caquexia
Problemas psicosociales
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En un posible candidato a TP, ademas de investigar la comorbilidad asociada

gue puede complicar e resultado del trasplante, tenemos que valorar la posibilidad de
dafiar otros 6rganos y ponerlos en situacion terminal, de forma que sea una
contraindicacion genera parael TP.

1.2.2.-Contraindicaciones relativas para ser receptor

Son contraindicaciones relativas para incluir a un posible receptor en lista de

espera, los siguientes®?:;

1

del

Osteoporosis  sintomética. El estudio preoperatorio incluye siempre una
densitometria d6sea. Previo a trasplante se debe tratar cualquier problema
metabdlico 0seo, tanto en los pacientes con enfermedad sintomética como
asintomética.

Enfermedades musculoesqueléticas que afecten al torax. Como la cifoescoliosis
severa. Cuaquier enfermedad progresiva neuromuscular es contraindicacion
absoluta.

Enfermedades del coldgeno o diabetes. Afiaden un mayor riesgo a mango
postquirdrgico de estos pacientes, no considerandose contraindicacion absoluta
salvo que exista otro organo en situacion termina ademés del pulmon.

Corticoides. Ocasionan problemas en e maneo postoperatorio (necrosis avascular,
osteoporosis, diabetes, hipertensién, miopatias), s se han usado durante afios. Se
considera éptima unadosis inferior a 20 mg/dia de prednisolona o prednisona.

Estado nutricional. Se debe corregir todo peso corpora que esté por debajo del
70% ylo superior a 130% del ideal, dado que es un importante predictor de la
supervivencia.

Habitos adictivos. Alcohol, tabaco, narcéticos, etc. El paciente debe permanecer d
menos 6 meses libre de adiccion a estas sustancias.

Otras. Problemas psicosociales, ventilacion invasiva, colonizacion por hongos y
micobacterias atipicas.

En & momento actual la comorbilidad supone un factor de riesgo para € resultado
TP, pero no una contraindicacion como ocurriaal principio.
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1.2.3.-Contraindicaciones absolutas
Las principales contraindicaciones absol utas para el TP son*?:
Disfuncidon de otro 6rgano importante. En particular la alteracion renal con un
aclaramiento de creatinina inferior a 50 mg/ml/min, dado e impacto negativo de la
medicacion inmunosupresora sobre la funcion renal. Asimismo, un paciente con
enfermedad coronaria intratable o disfuncién ventricular izquierda, debe
considerarse apto paraun TPC y no un TP bipulmonar.
Infeccion por HIV.
Enfermedad neoplasica. A excepcion de los epiteliomas basocelulares, € paciente
debe estar completamente libre de enfermedad al menos 2 afos. El periodo libre de
enfermedad deberd ser superior a 5 afos para los tumores renales, e cancer de
mama en estadio 11 o superior, e cancer de colon en grado superior a A de Dukes, y
el melanoma grado 111 o superior.
Hepatitis B antigeno positivo.
Hepatitis C. Precisa biopsia hepética que pruebe el dafio histologico del higado.
1.2.4.-Estudios basicos en el potencial receptor de TP

A todos los pacientes se les deben realizar unos estudios rutinarios que nos den

informacion sobre los factores prondsticos de la enfermedad de base y de la
comorbilidad asociada. Se debe intentar que todas las exploraciones se realicen en su
hospital de origen, degjando para los centros de TP sdlo algunas especificas o las que
supongan un alto riesgo para el paciente, evitando asi la duplicidad de procedimientos.
Los estudios bésicos incluyen®:

e | Hemograma, coagulacién y bioquimica general.

e | Proteinogramay aclaramiento de creatinina (orina de 24 h).

e | Grupo sanguineo. Anticuerposirregulares y citotoxicos.

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

e | Cultivo y antibiograma de esputo, orina y nasofaringeo.

e | Radiografias (Rx) PA y lateral detérax.

e | Tomografia computadorizada toraco-abdominal de alta resolucion.
e | Pruebasfuncionales respiratorias completas.

e  Gammagrafia de ventilacion-perfusion.

e | Test de esfuerzo estandarizado: 6 min de marcha.

e  Electroy ecocardiograma.

e | Ecocardiografia de estrés o coronariografia (riesgo coronario y en mayores de 55 afios).
¢  Metabolismo Gseo.
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1.2.5.- Criterios especificos de inclusion en lista de espera

Ademas de evaluar globalmente a paciente, debemos profundizar en aquellos
factores de riesgo especificos para cada una de las patologias pulmonares, con € fin de
identificar e periodo de “ ventana de trasplante’, o periodo en € cua se debe de
plantear esta opcion terapéutica?.

1.2.5.1.-Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

Un paciente con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) no
bronquiectasica, como el enfisema, la bronquitis cronica y la bronquiolitis obliterante,
debe ser considerado como potencial candidato a TP si cumple los siguientes criterios:

v FEV: < 25%.

v' PCO; >55 mmHg.

v Hipertension pulmonar con cor pulmonale crénico.

Los pacientes con una PCO, eevada y oxigenoterapia domiciliaria crénica de
largo tiempo tienen peor pronostico, por 1o que deben de ser evaluados con caracter
preferente.

Hasta ahora, estos pardmetros junto con la edad, se han identificado
tradicionalmente como los mejores indices pronésticos evolutivos. Sin embargo, no
existen parametros funcionales que permitan establecer claramente e momento idéneo
para su inclusion en programa de trasplante, ya que estos pacientes pueden tener
supervivencias prolongadas con un programa de rehabilitacion y oxigenoterapia®. Otros
factores prondsticos como € estado nutricional y el grado de hipertension pulmonar son
también importantes, aunque su impacto sobre la supervivencia esta menos definido.
Recientemente, se ha identificado un nuevo indice denominado "BODE" que consiste
en un sistema multivariable (B indice de masa corporal, O grado de obstruccion, D
grado de disnea, E capacidad de gercicio) con mayor poder predictivo de riesgo de
muerte que e VEMS en los pacientes con EPOC*, y quizés en un futuro préximo
ayude a sel eccionar mejor |os pacientes para trasplante.

Clasicamente, estos pacientes han sido sometidos a un TP unilateral. Sin
embargo, hoy dia esta aumentando € nimero de pacientes con EPOC que se tratan con
un TP bilateral.

1.2.5.2.-Fibrosis quistica

Tanto en laFQ como en otros tipos de bronquiectasias, se da la particularidad de
gue los pacientes presentan colonizacion por patégenos en ocasiones multiresistentes e
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incluso panresistentes. Suelen halarse la Pseudomona aeruginosa y con menos
frecuenciala Burkholderia cepacia.

La presencia de un germen panresistente no es una contraindicacion absoluta
para €l trasplante, s bien aumenta la morbilidad y la mortalidad en e periodo
postoperatorio inmediato. La mortalidad en los casos multiresistentes es similar ala del
resto de los trasplantados. Todo paciente colonizado por gérmenes panresistentes debe
ser remitido a un centro trasplantador con posibilidad de realizar pruebas de
sensibilidades antibiéticas y valorar distintas combinaciones de antibidticos que sean
efectivas “in vivo”.

Los criterios que identifican 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:

v" FEV; <30%.
v" PCO; > 50 mmHg.
v' PO, <55 mmHg.

Las mujeres jovenes con estos parametros tienen peor pronostico, y por tanto
deben ser remitidas para valoracion con caracter urgente a un centro de referencia de
TP.

Ademas de los criterios clasicos expuestos, son signos de derta: a) € deterioro
progresivo de la funcion respiratoria incluso con un FEV; superior al 30% del previsto
gue condicione un aumento del nimero de hospitalizaciones, b) € deterioro rapido del
FEV:, ¢) la hemoptisis masiva recidivante, y d) la desnutricion severa a pesar del
tratamiento médico correcto. Ante estas situaciones en la FQ, € paciente debe ser
remitido a una unidad de TP para un contacto inicial.

En todas |las enfermedades sépticas se debe plantear un TP bipulmonar. Ademéas
en la FQ debe estar controlada la comorbilidad asociada: insuficiencia pancredtica,
colonizaciones por gérmenes, déficits nutricionales o diabetes, que pueden complicar €
periodo postoperatorio y los resultados a corto y largo plazo.

1.2.5.3.-Fibrosis pulmonar

Los pacientes con FP idiopatica suelen ser los de mas edad en los grupos de TP
y, con frecuencia, presentan patol ogia extrapulmonar (alteraciones digestivas, cardiacas,
efectos secundarios de la medicacion inmunosupresora, corticoides) y pulmonar
secundaria (carcinoma broncogénico, TBC pulmonar, zonas de bronquiectasias
colonizadas por patdgenos). Entre los problemas mas frecuentes se incluyen los efectos
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secundarios de los corticoides y la enfermedad coronaria, que sisteméticamente
debemos buscar en € estudio preoperatorio. Para evaluar esta enfermedad es muy (Util
realizar una prueba de esfuerzo, dado que en ocasiones las pruebas respiratorias no
traducen la gravedad de la misma.

La optimizacion del tratamiento en estos pacientes incluye la retirada de la
medicacion esteroidea y otros agentes inmunosupresores, dado que estamos en un
estadio terminal y no han demostrado un claro beneficio.

Los pacientes con FP idiopatica que cumplan los siguientes criterios deberan ser
considerados como posibles candidatos en ventana de TP

v" Enfermedad sintomatica y progresiva no controlada con esteroides o
inmunosupresores (desaturacion en reposo y/o con e gercicio), demostrada
con controles cada 3 meses evaluando la respuesta al tratamiento.

v Deterioro de la funcién pulmonar, incluso en pacientes con escasos sintomas.

v Capacidad vital (CV) entre el 60y 70% y/o capacidad de difusién pulmonar
del mondxido de carbono (DLCO) entre el 50 y 60%.

La FP asociada a una enfermedad sistemética 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. Ademés, deben haber
fracasado todas las demés opciones terapéuticas. Cumplidos estos requisitos, se aplican
los mismos criterios que para la FP idiopatica. En los casos de FP es recomendable,
siempre gque se pueda, un TP bipulmonar frente a unilateral.

1.2.5.4.-Hipertension pulmonar

La HTP severa, sin enfermedad cardiaca congeénita, ocurre de forma primaria o
bien secundaria a otra enfermedad. Las causas de HTP secundaria incluyen la
enfermedad tromboembodlica, la enfermedad venooclusiva, la hemangiomatosis capilar,
los farmacos y las conectivopatias.

Estos pacientes tienen generalmente un mal prondstico, presentando las peores
cifras de supervivenciatras e TP. Dados |os avances en laterapia vasodilatadora a largo
plazo, en todos estos pacientes de forma previa se debe haber realizado una prueba de
vasorreactividad y haber instaurado medicacion vasodilatadora. La optimizacion del
tratamiento médico incluye oxigenoterapia, antagonistas del cacio (Ca™),
anticoagulacion y prostaciclinas en infusion y/o en aerosol. En algunos casos, requieren
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tratamiento quirdrgico (septostomia atrial 0 endarterectomia), dependiendo del proceso
primario desencadenante.

Al igual que ocurre en la FQ, los pacientes con HTP primaria 0 secundaria,
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 congénita, para ser considerado en ventana de TP son |os siguientes:

v Enfermedad sintomética y progresiva, a pesar del tratamiento 6ptimo médico
y/o quirdrgico gue condiciona una disnea grado I11-1V en la escala de la New
York Heart Association (NYHA).

v Indice cardiaco menor de 21/min/n?, presién en la auricula derecha superior
a 15 mmHg y presion media en la arteria pulmonar superior a 55 mmHg.

En la HTP secundaria a enfermedad cardiaca congénita (Sindrome de
Eisenmenger), € papel de la medicacion vasodilatadora en el periodo pretrasplante no
est4 bien establecido, considerédndose €l TP ante todo paciente con sintomas progresivos
y disneagrado I11-1V delaNYHA, a pesar de tratamiento optimo. En todos los casos de
HTP serealizaun TP bipulmonar o un TCP.

1.2.6.-Trasplante pulmonar pediatrico

En laedad pediatricalas enfermedades mas frecuentes subsidiarias de TP son las
enfermedades vascul ares cardiopulmonares. HTP primaria, HTP asociada a 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 adultos, es necesario optimizar el tratamiento médico,
incluyendo los vasodilatadores y €l oxigeno (O,), antes de que €l nifio sea considerado
como candidato a TP. No existen indicadores pronosticos en estos pacientes, dada la
diversidad de las enfermedades que se incluyen en este apartado. No obstante, los
criterios empiricos para considerarlos candidatos a TP son |os siguientes:

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

v Moderado o grave compromiso funcional (NYHA [11-1V).
v Fallo ventricular derecho, cianosis importante o bajo gasto cardiaco.

En los casos de HTP debida a enfermedad parenquimatosa pulmonar o anomalia
del desarrollo, no existen criterios especificos que indiquen s son candidatos a TP,

)



necesitando una valoracion individua para indicar este procedimiento. Incluidas entre
estos raros procesos, se hallan la hernia diafragmética congénita, la deficiencia
congénita de surfactante pulmonar (proteina B), y la enfermedad pulmonar enfisematosa
quistica congénita.

Existen otras enfermedades que condicionan un TP en € nifio como la FQ,
bronquiolitis obliterante (BO), FP y la displasia broncopulmonar. Existen pocos datos
sobre los factores predictivos de supervivencia, y como ocurre en las enfermedades
vasculares, |0s pacientes deben considerarse como posibles candidatos cuando presenten
disnea progresiva grado I11-1V a pesar del tratamiento correcto. En el caso de la FQ, las
guias aplicadas en adultos son adecuadas para la poblacion pediétrica.

En genera, se realiza un TP bipulmonar. Sélo en casos con severa deformidad
torécica o cirugia toracica previa que condicionan un excesivo riesgo quirdrgico, se
considera larealizacion de un TP unipulmonar paraminimizar dicho riesgo™®.

1.3.-Seleccién del donante

La demanda de érganos para trasplantar supera con mucho la oferta. De hecho,
la escasez de donantes pulmonares es e factor que mas limita € crecimiento del TP.
Son muchas las circunstancias gque se hallan en este disbalance entre oferta y demanda
de 6rganos™*?: condicionantes médicos, culturales, legales y religiosos, influyen en la
actitud de la poblacion parala donacidn. Adn hay médicos que no estén preparados para
identificar a un potencial donante pulmonar y procurar los cuidados necesarios para
preservar € pulmén en condiciones Optimas para € TP. Hay ademés detalles de la
preservacion del pulmén que entran en conflicto con la de otros érganos como € rifion,
gue se hallan mas generalizados.

Se estima que solo el 10-15% de los donantes multiorganicos tienen pulmones
aceptables para TP Esta escasez viene, en gran medida, condicionada por la
dificultad para prevenir el dafio pulmonar asociado alamuerte cerebral.

Los problemas en e mantenimiento del donante y preservacion del 6rgano se
han relacionado de forma directa con e fallo primario del injerto pulmonar (FPI)“" 9,
Este répido deterioro de la funcion pulmonar tras el implante y la revascularizacion del
drgano, se asocia a una elevada morbilidad y mortalidad® 2.

En un intento por compensar la escasez de donantes pulmonares, se han
adoptado diferentes medidas. Desde la posibilidad de obtener pulmones procedentes de
donantes a corazén parado®" ®?, de donantes vivos emparentados genéticamente que
donan algtin I6bulo pulmonar, sobre todo en edad pediatrica® >, hastalainvestigacion
del xenotrasplante que plantea unainteresante perspectiva de futuro®.
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Por lo tanto, la obtencién de 6rganos para TP puede realizarse de varios tipos de
donantes:

1. Donante cadaver. Son todos los donantes falecidos y, en funcion de que €
diagnostico y certificacion de la muerte se base en € cese de las funciones
encefdlicas o cardiorrespiratorias, pueden distinguirse en:

e Donante en muerte cerebral.
e Donante en asistolia

2. Donante vivo. Se considera donante vivo a aquella persona que efectle la donacién
en vida de aquellos érganos, o parte de los mismos, cuya extraccion sea compatible
con la vida y cuya funcién pueda ser compensada por e organismo del donante de
forma adecuaday suficientemente segura.

En general, cuando hablamos de donacion pulmonar nos referimos a érganos
extraidos de un paciente vivo en situacion de muerte cerebral .

1.3.1.-Donantes en muerte cerebral

La donacién de érganos de cadaver es una situacion relativamente nueva que
viene unida a la definicion de muerte cerebral, concepto descrito por primera vez en
1959%® y reconocido a nivel internaciona ®”. Se define la muerte cerebral como el cese
irreversible de la actividad de ambos hemisferios cerebrales y del troncoencéfalo. Los
sistemas vitales cardiovascular y respiratorio se mantienen, en este caso, por medio de
apoyo artificial.

La legislacion espafiola contempla y regula esta situacion en la Ley 30/1979, de
27 de Octubre, que en su articulo 10 dice: “ Los 6rganos para cuyo trasplante se precisa
la viabilidad de los mismos, solo pueden extraerse del cuerpo de la persona fallecida
previa comprobacion 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 reflgos 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 administraciéon de sustancias depresoras del
sistema nervioso central” .

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

Tras excluir situaciones que pudieran dificultar € diagndstico clinico, un
paciente que presente una exploracion clinica de muerte cerebral y una prueba
instrumental de soporte diagndstico concluyente, puede ser diagnosticado de muerte
encefdlica sin que sea preciso esperar € periodo de observacion.

La arteriografia de los cuatro vasos es concluyente en el caso de nula perfusion;
sin embargo, precisa €l trasdado del donante al servicio de radiologia, o que puede
resultar complejo dado lainestabilidad hemodinamica que presentan algunos donantes.

1.3.2.-Valoracion del donante en muerte cerebral

Desde 1989, la Organizacion Nacional de Trasplantes (ONT) centraliza,
coordina y distribuye toda la donacién y trasplante de 6rganos a nivel nacional,
generando un eficiente model o que incluso ha sido exportado a otros paises®”.

Ante la situacién de muerte cerebral y contando con la aceptacion familiar y las
autorizaciones legales para la donacion, la ONT informa de los datos clinicos y
antropométricos del donante a Centro de Coordinacion de Trasplantes del hospital. Los
donantes pulmonares suelen ser donantes multiorganicos.

La evolucién de todo paciente trasplantado esta directamente relacionada con la
funcionalidad del 6rgano que recibe. Por €lo la primera premisa que debemos
considerar es s € pulmon donante es funcionalmente valido.

Tabla I1l: Contraindicaciones para la

donacion

Tabla I1: Requisitos del donante

v" Edad < 50 afios X Edad > 60 afios
v Compatibilidad ABO y de tamafio X Secreciones purulentas
v" Rx detérax normal X Rx detorax con condensaciones
v PO,> 300 mmHg (FiO,=100% y X% PO,< 300 mmHg
PEEP= 5 cm H,0)

v No fumador 6 < 15 paquetes/afio X Fumador de > 20 paquetes/ario
v No trauma toréacico X Enfermedad infecciosa o ADVP
v No aspiracion o sepsis X Trauma torécico severo

X EPOC o cirugiatoracica previa
v No antecedentes pulmonares X Enfermedad neoplasica
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Para considerar Optimo a un donante pulmonar, éste debe cumplir unos criterios
bésicos®® 9, aceptados de forma generalizada con pequefias modificaciones, y no
presentar ninguna contraindicacion parala donacion.

Son pocas las contrai ndicaciones absol utas, con cierta elasticidad de criterio para
algunas de ellas como e antecedente de tabaguismo o € limite de edad. Asi, podemos
aceptar como donante a un paciente de mas de 55 afios siempre que comprobemos €l
buen estado funcional pulmonar. De esta manera surge € concepto de donante
subdptimo, empleado con buenos resultados*®, por lo que cada caso de donacién debe
ser estudiado de forma individual. Se ha identificado que la mayor edad del donante
constituye un factor de riesgo significativo en e TP“”. En cualquier caso, debemos
tener presentes las limitaciones que existen y tratar de ofrecer a paciente que se
trasplanta el mejor pulmén posible.

Para aceptar inicialmente como valido a donante pulmonar, nos basamos en la
informacion que recibimos sobre sus antecedentes clinicos y quirdrgicos, habitos
téxicos, causa de muerte cerebral, tiempo de ventilacion mecanica invasiva, analitica,
gasometria, Rx de térax, temperatura, serologia y cultivo de aspirado bronquial. La Rx
de térax es fundamental para detectar traumatismos, focos neumoénicos, contusiones y
colecciones intratorécicas. Es conveniente realizar una fibrobroncoscopia ante la
presencia de secreciones purulentas espesas, un deterioro gasométrico o sospecha de
broncoaspiracion.

Tras redizar la extraccion pulmonar, durante la preparacion en banco del
Organo, se debe realizar una inspeccion directa de los bronquios tras la divisién traqueal
con toma de muestras para tincion de Gram y cultivo de bacterias y hongos. La
informacion de los cultivos de las secreciones orientara la profilaxis antibidtica
postrasplante.

La presencia de un traumatismo toracico con fracturas costaes o
hemoneumotérax asociado no excluye a paciente como donante salvo S existe una
importante contusion pulmonar subyacente. Si la lesion es unilateral, puede emplearse
el otro pulmon tras confirmar su funcionalidad y buen estado, siendo preciso a veces
pinzar la arteria pulmonar para repetir la gasometria. El dato que mejor determina la
correcta funcionalidad del pulmén donante es la gasometria arterial. Debe realizarse tras
5 min de ventilacién con una FiO, del 100% y una presion positiva espiratoria en la via
aérea (PEEP) de 5 cm de agua, con parametros ventilatorios que permitan conseguir la
normocarbia. Cuando la PO, en estas condiciones es superior a 300 mmHg de forma
reiterada al menos en dos ocasiones, una de ellas inmediatamente antes de la cirugia de
extraccion, asumimos que la funcionalidad del pulmoén es adecuada para € TP, salvo
gue existan alteraciones macroscopicas objetivadas en el campo quirdrgico. El hecho de
gue la PO, seainferior a 300 mmHg sugiere la presencia de una alteracion significativa
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del cociente ventilacion/perfusion, por lo genera en relacion con contusiones,
aspiraciones, neumonitis y/o atel ectasias indetectables en la Rx de térax.

Es fundamental valorar la gasometria evolutiva del potencial donante, pues un
deterioro progresivo puede indicar de forma precoz un problema parenquimatoso. Con
frecuencia se observa que €l deterioro gasomeétrico se produce como consecuencia de la
sobrecarga de liquidos empleada para e mantenimiento hemodinamico del donante. La
PO, mejora al forzar la diuresis, incrementar el volumen respiratorio y ventilar con
PEEP sin que esto contraindique la donacion.

Sin embargo, € deterioro progresivo de la funcion pulmonar en € donante es
también consecuencia directa de la muerte cerebral®. Durante la fase inicia de la
misma se produce una descarga catecolaminica masiva, que provoca en € pulmon la
pérdida de la integridad de la membrana aveéolo-capilar, permitiendo e paso hacia el
alvéolo de abumina y otras macromoléculas. Aparece asi € llamado edema pulmonar
neurogénico (EPN), caracterizado por la riqueza en proteinas que presenta €l liquido
trasudado hacia €l espacio alveolar, cuyas caracteristicas son similares alas del plasma.

Aunque no existe un tratamiento especifico del EPN, e tratamiento del mismo
incluye  mantenimiento de PEEP de 5 cm de H;0, y la expansion del volumen
intravascular de forma adecuada, vigilando la presiéon venosa central (PV C). El donante
pulmonar debe mantenerse “seco”, con una PVC por debgo de 10 cm de H,0. Esto
suele entrar en conflicto con e mantenimiento de otros 6rganos como € rifion en los
que se prefiere lo contrario paramaximizar € flujo de sangre renal y ladiuresis.

Hay que resefiar que uno de los factores determinantes del desarrollo del EPN, y
quizés e més importante, es e tiempo transcurrido entre el diagnéstico de muerte
cerebral y la extraccion de los érganos. Cuanto mayor sea € tiempo entre ambos, mas
probabilidades de aparicion de este cuadro clinico.

1.3.3.-Donantes en asistolia

Los cadaveres donantes de 6rganos a corazon parado fueron la tnica fuente de
Organos para trasplantes hasta la aceptacion universal por la comunidad cientifica de
que la muerte encefdlica supone la muerte del individuo. Esta no fue reconocida
legalmente en Espafia hasta la promulgacion en 1979 de la Ley de Trasplantes. Hasta
entonces, habia que esperar en aquellos cadaveres en muerte encefdlica a que tuviera
lugar la asistolia. Por tanto, en Espafia 'y en € resto de la comunidad internacional, los
primeros trasplantes procedentes de donantes cadaveres procedian de donantes en
asistolia. Posteriormente, €l gran desarrollo de los trasplantes de donantes en muerte
cerebral, dio lugar ala préactica desaparicion de los programas de extraccion de donantes
en asistolia, en parte porque la logistica y la operatividad era mucho mas sencilla 'y por
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otro lado porque la viabilidad de los 6rganos obtenidos de donantes en muerte cerebral
eramuy superior alade los donantes en asistolia.

El déficit progresivo de érganos para trasplante respecto a una mayor demanda,
ha renovado e interés en los cadaveres donantes en asistolia®. Varios equipos
espanoles a mediados de la década de los ochenta reinician la extraccion de 6rganos
para traspl ante procedentes de este tipo de donantes®®.

Fruto de los progresos en este campo tiene lugar en marzo de 1995 en
Maastricht, The first international workshop in non-heart-beating donors®? donde se
expuso la experiencia de los distintos grupos, se consensuaron los aspectos técnicos,
éticos y legales que debian presidir este programa de extraccion y se acordd constituir
un banco internacional, con la informacion de los resultados del trasplante utilizando
estos donantes. Ademas se establecid una clasificacion de donantes en asistolia con
diferentes categorias (Tabla V).

Tabla |V. Clasificacién de los donantes en asistolia

I Ingreso cadaver

Resucitacion infructuosa

A la espera de paro cardiaco, hace referencia a los casos en que se decide
desconectar la ventilacion artificial

v Paro cardiaco en un donante en muerte cerebral

En noviembre de ese mismo afio en Espafia, organizado por la ONT se celebro
en Madrid la Reunion Nacional de Consenso sobre donantes de érganos a corazon
parado, y posteriormente se produce la modificacion de la Ley de Trasplantes, mediante
el Real Decreto 2070%® del 30 de diciembre de 1999, por e que se regula las
actividades de obtencion y utilizacion clinica de organos humanos, vaidando la
obtencion de oOrganos de donantes en asistolia, siempre que se puedan aplicar
procedimientos de preservacion de los mismos, en la persona fallecida. Un aspecto
fundamental de este Real Decreto es que permite lainmediata autorizacion judicial para
la obtencién de los 6rganos, con lo que se agilizalalogistica necesaria para dar eficacia
a este procedimiento de extraccion.

Respecto a los donantes pulmonares en asistolia, constituye uno de los campos
en los que més se ha investigado en la Ultima década, a partir de la hipdtesis de que €
tgjido pulmonar pueda ser viable tras la muerte del organismo y que estos pulmones
puedan ser validos para trasplante, incluso s se extraen tras un periodo considerable de
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tiempo tras la muerte®™® 9. Esta hipétesis se sustenta en el concepto de que e pulmén
es € Unico érgano solido trasplantable, que no necesita de la perfusion vascular para
permitir la respiracion celular, ya que se produce directamente a través de la membrana
alveolar en un proceso, completamente pasivo. Ademas se ha demostrado la viabilidad
del pulmoén tras la muerte del organismo, mediante la observacion de que células
epiteliales pulmonares pueden ser cultivadas a partir de muestras obtenidas en
cadaveres. ¥

Con € propdsito de demostrar esta hipotesis, se han desarrollado innumerables
estudios experimentales que, con € tiempo han identificado importantes avances en este
aspecto, como son: el conocimiento de un adecuado intercambio gaseoso tras 2 horas de
isquemia caliente y sin circulacion pulmonar®, que este periodo seguro de isquemia
caliente podia aumentarse hasta 4 horas si se heparinizaba a receptor ©, o que o
método de eleccion para obtener una excelente preservacion pulmonar, es €
enfriamiento tépico de pulmones no ventilados, acanzando periodos de preservacion de
12 a 24 horas'®.

A partir de estos avances, se realizan los dos primeros trasplantes pulmonares
clinicos procedentes de donantes en asistolia. El pionero fue Love y cols. ©”, y méas
recientemente Steen y cols. ©®, publicaron en 2001 un TP utilizando un donante
intrahospitalario en asistolia, preservando los pulmones mediante frio topico durante 65
minutos tras la parada cardiaca, siendo extraidos 3 horas después de la muerte.
Desgraciadamente, ambos receptores fallecieron meses mas tarde, aunque la funcion
pulmonar que demostraron era satisfactoria.

En Esparia, fruto de la necesidad de obtener mas donantes, se inician programas
de donantes en asistolia. En Madrid &l Hospital Clinico San Carlos (HCSC), comienza
en 1989 un programa de extraccién rena y hepatica a partir de “donantes controlados”,
o sealostipos Il y IV de laclasificacion de Maastrich, y a partir de 1995 incluyen los
donantes “no controlados’ que corresponden a los tipos | y I, obteniéndose buenos
resultados, sobre todo con los trasplantes renal es®?.

Conscientes de la posibilidad de rentabilizar la logistica y experiencia en
preservacion de donantes en asistolia del grupo del HCSC, en junio de 2002 los
componentes del equipo de TP del Hospital Universitario Puerta de Hierro (HUCPH) se
plantearon iniciar un programa conjunto de extraccion pulmonar, comenzando con una
fase preclinica de evaluacion funcional de los pulmones, de este tipo de donantes. Como
consecuencia de ello se comprobd la viabilidad macroscopica, funcional e histologica de
los injertos pulmonares evaluados. Durante este periodo se sistematizo la metodologia
de la preservacion y evaluacion funcional, asi como la coordinacion de los distintos
equipos participantes, y se sometio el programa a la aprobacion del Comité de Etica de
su hospital. En la actualidad, han realizado 34 trasplantes pulmonares de este tipo, y
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con esta experiencia, se abre una puerta importante que aumenta € numero de
potenciales donantes pulmonares, sobre todo teniendo en cuenta e origen
extrahospitalario de |os donantes utilizados®.

1.3.4.-Donantes vivos

Nos referimos a los trasplantes de 16bulos pulmonares procedentes de familiares
0 personas relacionadas con los pacientes. Surge de la necesidad de trasplantar
pacientes, generalmente nifos o adolescentes, que estando en lista de espera sufren un
empeoramiento de su situacion clinica 'y en los que no es previsible un trasplante de
donantes cadaver en breve plazo!’®. Constituye un porcentaje minimo de los trasplantes
pulmonares anual es, realizandose en pocos centros, debido a una serie de peculiaridades
gue entrafia este programa, que son:

= Setrata de un trasplante lobar bilateral, por 1o que precisan de dos donantes
vivos, de los que se utiliza un I6bulo pulmonar en cada uno, generalmente los
I6bulos inferiores. Como el procedimiento involucra a tres personas, la posible
morbilidad y mortalidad se triplica.

» Son necesarios tres equipos quirdrgicos simultaneos, s bien cuenta con la
ventaja de que se trata de una cirugia programada.

» Plantea problemas éticos, sobre la decision de los familiares a la hora de
aceptar o no este tipo de trasplante.

Uno de los grupos pioneros y con méas experiencia en este campo es e de Los
Angeles, que ya en 1994 comunica sus indicaciones, |a técnica quirrgica asi como sus
resultados en pacientes con fibrosis quistica™. Uno de los aspectos pendientes de
aclarar, en este tipo de trasplante, es la incidencia de rechazo agudo (RA) y sobre todo
de rechazo cronico (RC) respecto alos trasplantes pulmonares de donantes cadaver.

1.3.5.-Seleccion del receptor compatible

Una vez determinada la validez del pulmoén donante, debemos determinar quién
es € receptor mas adecuado para € mismo. Para ello consideraremos una serie de
criterios definidos de compatibilidad donante-receptor'®. Como medida primordial, el
donante ha de ser compatible en grupo sanguineo ABO, prescindiendo del factor Rh.

En lo referente ala adecuacion del tamafio, generalmente podemos determinarla
de forma aproximada a partir de los datos antropométricos de los que disponemos. Un
pulmon demasiado pequefio podria plantear dificultades para ocupar una gran cavidad
torécica. De la misma forma, un pulmon demasiado grande podria incluso impedir €
cierre de la toracotomia o0 provocar un taponamiento cardiaco por compresion. En
ocasiones, se practican reducciones de volumen del pulmén donante para gjustar €l
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tamafio a receptor con buenos resultados postoperatorios’?, aunque esta medida debe
reservarse para situaciones de urgencia o dificultad de conseguir un donante adecuado
por motivos de tamafio.

Como medidas estandarizadas para equiparar € tamario de donante y receptor
pueden emplearse los diametros transversales y longitudinales del térax o bien €
perimetro toracico submamario. También se han correlacionado la edad, sexo y estatura
con € cdlculo de la CV tedrica. Segun algunos autores, éste seria el parametro que
mejor correlacionariala adecuacion del pulmén donante al receptor™.

CV hombres = (0,0600 x alturaen cm)-(0,0214 x edad en afios) - 4,650

CV mujeres = (0,0491 x aturaen cm)-(0,0216 x edad en afios) - 3,590

Se suelen emplear pulmones de mayor tamafio que los del receptor en los
trasplantes unipulmonares, en los que se recomienda que € pulmén donante tenga una
CV tedrical,2 al,5 veces mayor que €l receptor. Se puede considerar como norma para
el resto, que las dimensiones pulmonares adecuadas para trasplante serian las del
tamafio pulmonar que & receptor tendriasi no padecierala enfermedad.

La compatibilidad en la serologia de citomegalovirus, que en un tiempo se
considerd fundamental dada la ata incidencia, morbilidad y mortalidad tras €
trasplante, hoy ha pasado a un segundo plano gracias al empleo de una profilaxis eficaz
con ganciclovir’.

1.3.6.-El mantenimiento del donante en muerte cerebral

Como ya sabemos, € donante de érganos presenta una serie de alteraciones
derivadas de la situacion de muerte cerebral que deben ser corregidas para un correcto
mantenimiento de los diferentes 6rganos hasta el momento de su extraccion. El cese de
la respiracion espontanea, la pérdida del control circulatorio con aparicion de
alteraciones hemodinamicas, la disregulacion térmica y otras alteraciones endocrino
metabdlicas requieren una monitorizacion y cuidados que repercutiran en el éxito o €
fracaso del trasplante®™.

Desde hace tiempo se sabe que €l pulmén es e 6rgano que mas rapidamente se
degrada tras la muerte cerebral®®. Por ello es necesario conocer |as peculiaridades que
presenta su mantenimiento, que incluye los cuidados en la Unidad de Medicina
Intensiva (UMI), en € acto de la extraccion, y en la preservacion y preparacion hasta el
momento de ser implantado.
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El donante multiorganico debe considerase un paciente en estado critico, por lo
gue debe ser monitorizado de forma amplia y continua. Los principios para € cuidado
de todo donante multiorganico han de incluir:

1. Mantenimiento de la estabilidad hemodinamica, asegurando la perfusion de los
Organos vitales y una correcta oxigenacion tisular.

2. Correccion de los disbalances hidroelectroliticos y sanguineos.
3. Mantenimiento de la normotermia.
4. Prevencion de las infecciones.

El donante pulmonar ideal sera aquel que esta correcta pero no excesivamente
hidratado, con temperatura normal, presion arterial media mayor de 70 mmHg, diuresis
superior a 1 cc/kg/h, gasometria correcta con FiO, del 40%, hematocrito superior al
30% y un ionograma normal. Manteniendo esta situacion hasta e momento de la
extraccion, conseguiremos que la mayoria de donantes potenciales puedan convertirse
en trasplantes efectivos®.

1.4.-Obtencion y preservacion del pulmon
1.4.1.-La extraccion pulmonar

El acto anestésico-quirdrgico'™ debe ser considerado como una prolongacion del
mantenimiento del donante en la UM, por 1o que es preciso mantener lamonitorizacion de
la frecuencia cardiaca, tensién arterid, PVC, saturacion de O,, FiO, y diuresis™. Se
recomienda la ventilacion con respirador volumétrico con FiO, < 40% y un volumen de
12-15 ml/kg a 14-16 ciclogmin para mantener una PaO, > 90 mmHg. S fuera preciso
mejorar la ventilacién del donante es preferible utilizar PEEP (3-5 cm de H,0O) que
aumentar la FO,. Iguamente, es necesario mantener a donante normotenso, incluso
administrando catecolaminas y controlar la administracion de fluidos, manteniendo una
PVC < 10 cm de H;0, paraevitar € edema pulmonar, como hemaos comentado antes.

Unavez trasladado € donante ala mesa quirdrgicay antes de iniciar la extraccion,
realizamos una Ultima gasometria para valorar la funcién pulmonar, después de ventilar a
paciente con PEEP de 5 cm de H,O y RO, de 100% durante 5 min. S la PO, es > 300
mmHg, consideramos en principio que los pulmones son vaidos, savo anomdias en la
vison directa. S € donante no lleva tratamiento antibiotico se suele administrar una dosis
profilactica previa a la cirugia (cefal osporina de tercera generacién) y un bolo de 500 mg
de metilprednisolona i.v. Los corticoides se usan por sus propiedades antiinflamatorias,
sobre todo sobre las citokinas. Recientemente se ha podido demostrar en donantes
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pulmonares a los que se les administré metilprednisolona (15 mg/kg), una mejor
oxigenacion antes de pinzar laaorta™.

El abordaje se redliza por esternotomia media, seccionando o extirpando € timo.
Savo en e TCP, en @ que es preciso seccionar la traquea a nivel ddl tronco venoso
innominado, rara vez se precisa la diseccion y referencia de dicho tronco. Se abren ambas
cavidades pleuraes, comprobando @ estado de los pulmones para descartar contusiones,
edema, atelectasias, nddulos o enfermedad pleural, que pudieran limitar |a funcionalidad
de los pulmones. Tras esta comprobacion visua, aceptamos o rechazamos de forma
definitivael 6rgano.

A continuacion se abre € pericardio en T invertida, fijandolo con puntos a borde
de la esternotomia. Se disecay se referencia la aorta en € tronco, asi como la vena cava
superior que debe separarse de la arteria pulmonar derechaen € seno de Thiele, para evitar
lesionarla durante la extraccion. También hay que eludir lalesidn de la vena &cigos, que no
espreciso ligar. Al final se disecalavenacavainferior.

Con sutura vascular de 3/0, se da un punto en bolsa de tabaco en laraiz adrtica para
colocar € sistema de cardioplgia (este paso no es preciso s € corazon no es vaido). Acto
seguido, con sutura vascular de 4/0, se redliza otra bolsa de tabaco en € tronco de la arteria
pulmonar para colocar € sistema de perfusion, en la mitad del espacio comprendido entre
lavavulapulmonar y labifurcacion de la arteria.

Tras la administracion de heparinai.v., 3 Ul/kg de peso, se procede a colocar la
aguja de cardioplgia y la canula de perfusion pulmonar que se conecta a sistema de
perfusion. Se administra una ampolla de 500 microgramos de PGE; diluida en un goteo de
50 cc de dextrosa ad 5% i.v. 0 bien directamente en bolo en la arteria pulmonar. Para
facilitar su difusion, es importante comprobar que no existan zonas de atelectasia y, en
caso de que existan, es preciso airearlas, siendo suficiente la ventilacion con una PEEP
minima (2-3 cm H,0).

LaPGE;, no sdlo se usa como un potente vasodilatador que favorece una perfusion
mas homogeénea, sino también como protector de las cdlulas del endotelio. En este sentido,
previene la adhesion de los neutrdéfilos, inhibe la agregacion plaquetaria, estabiliza la
membrana de los lisosomas, e incrementa la produccion de adenosinmonofosfato (AMP),
todos agentes citoprotectores del endotelio. Sin embargo, € papel de la PGE; en la
preservacion pulmonar continlia siendo controvertido. En un reciente estudio experimental
se ha demostrado que € efecto vasodilatador se consigue con soluciones extracel ulares
bajas en potasio, tales como la solucion de dextrano bgja en potasio (DBP), con la solucién
de Eurocallins (EC) o lade la Universidad de Wisconsin (UW). Es necesario aumentar las
dosis que se suelen utilizar habitualmente o asociar ala PGE; un bloqueador de los canales
del ca™ ™,



Unavez administrada la PGE; y con todos | os equipos quirargicos preparadosy los
sistemas purgados, iniciamos la extraccion a pinzar la aorta, momento en que seinicia €
tiempo de isquemia. Se liga la vena cava superior, se secciona la vena cava inferior para
favorecer € desaglie del circuito mayor y la auriculaizquierda a nivel de laorguelao la
desembocadura de las venas pulmonares para € drengie del circuito menor. Al redizar
estas secciones hay que dgar suficiente tgido para las anastomaosis de |os injertos hepético
(cavainferior) y pulmonar (auricula).

Una vez habilitado e drengje de ambos circuitos, se procede a administrar las
soluciones de cardioplgia, s € corazon es vdido, y de perfusion pulmonar a 4° C, a una
dosis de 60 cc/kg. Las bolsas que contienen la solucidn se colocan a unos 2 metros del
suelo, lo que garantiza una presion de perfusion de 15 a 20 mmHg. Durante todo € tiempo
que dura la perfusion pulmonar se mantiene una ventilacion pulmonar suave. Se deben
evitar las atelectasias pero también las hiperinsuflaciones, mientras se enfrian localmente
los pulmones llenando |as cavidades pleurales con suero fisiologico a4° C.

Tras findizar la perfusion anterdgrada, se completa la seccién de la vena cava
inferior, con cuidado de no lesionar la vena pulmonar inferior derecha. Si es necesaria la
cardiectomia, que es lo més frecuente, se abre la auriculaizquierda dgjando en € lecho un
parche posterior que engloba las cuatro venas pulmonares. Es preciso dgar un borde
auricular de unos 3-4 mm anivel de la entrada de las venas pulmonares para poder realizar
laanastomosis vascular.

Se contindia con la seccion de la vena cava superior y, S Se considera oportuno, se
liga y secciona € tronco venoso innominado. A continuacion se secciona la aorta y €
tronco de la arteria pulmonar, anivel delabifurcacion de las arterias pulmonares derecha e
izquierda, con lo que se extrae findmente & corazon.
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Fig. 1: Seccion dela auriculaizquierda Fig. 2: Cardiectomia



Se inicia entonces la extraccion pulmonar, y se
realiza una segunda perfusion, esta vez por via
retrograda a través de las venas pulmonares hasta
que por laarteriasalgaliquido claro, ya que como
demostré Varela™, la preservacion anterégrada
esincompletaa obviarsela circulacion bronquial.
Se completa la seccion del pericardio en sus caras
laterdles y podteriores, y se seccionan ambos
ligamentos pulmonares, con lo que se van
separando |los pulmones en sentido craneal. Se |
libera cuidadosamente € pericardio posterior y
ambas pleuras mediagtinicas, respetando €
esOfago, hasta la carina. Se procede entonces a
dar la vuelta a pulmén derecho con lo que se Fig. 3: Diseccién pulmonar derecha

expone la pleura mediastinica posterior derecha que se secciona, incluyendo la vena
acigos. Con esto se libera €l estfago de la traquea en su vertiente derecha. Se procede de
igual formaen d lado izquierdo hasta el cayado adrtico, que es necesario liberar en su cara
inferior para seccionar e ductus, teniendo cuidado de no lesionar la arteria pulmonar
izquierda. Se completa asi la separacion de la traquea y dd esofago en su vertiente
izquierda y se extrae e bloque bipulmonar mediante sutura mecanica y seccion de la
tréquea por encima de la carina. Se solicita antes a anestessta que movilice y retire
parciamente e tubo endotragueal, que aspire las secreciones y que vuelva a ventilar,
extrayendo |os pulmones en semi-insuflacion.

, apled === line of division
Una vez extraidos, los pulmones se s for single lung transplant
amacenan en una bolsa esté&il de y Polivorsiny
pléstico, con solucién de preservacion s

a4° C. La bolsa se introduce en otras
dos bolsas estériles de pléstico para
mayor seguridad y finalmente en una
nevera con hielo para mantenerlos en
hipotermia.  Con posterioridad, y
manteniendo la hipotermia, se redliza
la cirugia de banco para separar y
preparar ambos pulmones, paralo cua
se divide la cara posterior de la
auricula izquierda, € pericardio Fig. 4: Separacion del blogue bipulmonar

posterior, la arteria pulmonar en su divisién y ambos bronquios principales a nivel de la
carina traqueal. Una vez separados los pulmones, se rediza un lavado y un aspirado
bronquial paraandisis bacteriol ogico.

Left atrium posterior wall
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1.4.2.-Preservacion pulmonar

Segin la International Society for Heart and Lung Transplantation, € falo
primario del injerto (FPI) es € responsable de un tercio de la mortalidad postoperatoria
(primeros 30 dias) y dd 15% de los fallecimientos ocurridos durante los tres primeros
meses en los pacientes a los que se les ha realizado un TP®”. El término FPI se ha
relacionado con una mala preservacion pulmonar, como antes se ha comentado. Nada més
lgjos de la redlidad. La preservacion pulmonar es un eslabdn mas en un proceso bastante
complgo, como esel TP, y € FPI puede acontecer durante e mantenimiento del donante,
en e periodo de isquemia, en laimplantacion pulmonar o en e periodo perioperatorio®.

Durante algun tiempo se ha mantenido laidea de que lamayor parte de las lesiones
tisulares que acontecen en cualquier territorio de nuestra economia tras un periodo de
isquemia eran debidas alareperfusion. La activacion celular, sobre todo de los neutrdfilos,
y su posterior acumulacion en € tegjido reperfundido, jugarian un papel importante en la
produccion de radicales libres de oxigeno (RLO) y de enzimas proteoliticos lo que, en
definitiva, determinarialas alteraciones del endotdlio capilar y la produccion de edema.

Sin embargo, se podido demostrar que todo se inicia con la isquemia®. Se ha
podido comprobar, de forma experimenta, que no es imprescindible la presencia de
neutréfilos para inducir las lesiones de isquemiareperfusion (LIR). Los cultivos aidlados
de células dd endotdio de la arteria pulmonar pueden generar RLO que, a su vez,
atacarian de forma directa a endotelio””. En condiciones de hipotermia, se han podido
comprobar también importantes lesiones en € endotdio vascular a partir de las 3 h de
preservacion®.

La preservacion pulmonar es muy delicada debido a la fragilidad del tgjido
pulmonar ante la isquemia. La LIR, como otras formas de lesion aguda pulmonar, es
producida por multiples factores. Entre ellos figuran la estimulacion de los leucocitos y las
plaquetas, la formaciéon de RLO, la activacion del complemento y de otros mediadores
inflamatorios y la presencia de metabolitos del acido araquidénico. Ello determina una
disfuncion del endotelio pulmonar y de las células aveolares tipo 1, como veremos més
adelante. El conocimiento de estos mecanismos de respuesta del pulmon ante laisquemia
reperfusion ha sido la base para la puesta en marcha de multiples estrategias con € fin de
mantener € pulmén en las meores condiciones y € mayor tiempo posible para ser
implantado.

Sin embargo, y a pesar de la gran cantidad de trabgos de experimentacion
dedicados, tanto a meor conocimiento de la preservacion pulmonar como alaimportancia
del endotelio pulmonar o de las células aveolares tipo 1112, e impacto que han tenido en
la practica clinicaha sido escaso. No existe en la actualidad un protocol o especifico parala
preservacion de este organo. Es més, se sigue cuestionando s las distintas estrategias
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desarrolladas en € campo experimentd han demostrado ser superiores a la simple
preservacion pulmonar en hipotermia ™.

Lo evidente es que la primera experiencia clinica, publicada por € grupo de
Toronto en abril de 1988, con excelentes resultados en 11 trasplantes unipulmonares por
FP, puso de manifiesto que la simple inmerson en EC a 4° C, sin perfuson dd lecho
vascular pulmonar, era un buen método de preservacion por cuanto que en cinco ocasiones
el tiempo de isquemia fue superior alas 5 h™.

El grupo de S. Louis ha podido comprobar que los cambios en la permeabilidad
pulmonar ocurren durante la preservacién pulmonar, y que esta condicionada por € tiempo
de isquemia, |a temperatura de preservacion, la fraccion de O, inspiradoy la solucion
de preservacion empleada. Esta ateracion en la permeabilidad capilar esté condicionada
por la presencia de RLO'”, comprobando que la administracion a donante de oxido
nitrico (NO) inhalado mejoralafuncion del pulmon preservado unavez que es implantado,

atenuando |as |esiones que acontecen durante la preservacion””.

1.4.2.1.-Tiempo deisgquemia

En la actualidad, se desconoce en la préactica clinica cual es € tiempo de isquemia
dd injerto pulmonar y, aunque se acepta que esta entre las 6-8 h, no es de extrafiar que
soporte tiempos de i squemia superiores. Aungue para algunos autores la isquemia superior
alas 5 h determina una peor supervivencia de los pacientes trasplantados™, para otros, los
tiempos de isqguemia de hasta 6 h no influyen de forma significativa en la supervivencia.
Se comprob6 que existia una buena preservacién durante 4 h, concluyendo que un mayor
tiempo de isquemia, hasta 6 h, determinaba una aceptable pero peor respuesta a implante
(PO, significativamente menor). Ueno™ refirid una peor funcién en e periodo
postoperatorio inmediato con tiempos de isquemia superiores a las 8 h. Este hecho no
condiciond una mayor estancia en la unidad de reanimacion o en € hospital, S bien esta
conclusion hasido cuestionada por € disefio y andlisis estadistico utilizado.

Novick® correlaciond la supervivencia en e TP con la edad del donante y e
tiempo de isquemia, y comprob6 que éste Ultimo no influyd en la mortalidad precoz
después del trasplante, mientras que si que estuvo condicionada cuando € donante tenia
menos de 10 6 més de 51 afios. Mediante un andlisis multivariante comprobd que ambas
variables condicionaron la supervivencia a un afno, sobre todo s e donante era mayor de
51 afiosy € tiempo de isgquemia eramayor de 6 h.

El problema se complica ain més. Glanville® comprobd, a comparar 20 TP
unipulmonares de donante Unico (pulmones compartidos), en los que € tiempo de
isquemia fue significativamente menor en € primer pulmén implantado (164 + 53 min)
que en € segundo (377 + 53 min), que éste no condiciono € tiempo de intubacion, €
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intercambio gaseoso precoz, la estancia hospitalaria y la supervivencia a un ano. Sin
embargo, encontré un mayor nimero de episodios de rechazo agudo (RA) en los primeros
3 meses en & grupo con menor tiempo de isgquemia, asi como un mayor nimero de eventos
infecciosos.

A vida de los resultados, es dificil tener una vison clara del papd que juega €
tiempo de isquemia en € éxito o @ fracaso del TP. Sin embargo, en todos los grupos
trasplantadores continta existiendo lalucha contra e tiempo.

1.4.2.2.-Temperatura

Se sabe que laisquemia pulmonar es mejor tolerada en condiciones de hipotermia
que de normotermia. Sin embargo, también se desconoce la temperatura Optima de
preservacion.

Los 4 °C contindan siendo la temperatura més utilizada para la perfusion y
amacenamiento del pulmon. Sin embargo otros grupos, en base a los resultados obtenidos
en determinados trabajos experimentales tanto in vitro® como in vivo®, prefieren los 10
°C como temperatura de preservacion. Haniuda®?, pudo comprobar que € coeficiente de
filtracidn capilar, es decir la medida de la permeabilidad capilar a los fluidos, sufria un
serio deterioro s @ pulmén se mantenia en normotermia, mientras que no se modificaba s
semanteniaal°C 6 a10°C.

1.4.2.3.-Insuflacion pulmonar

Al igua que la temperatura, € pulmén tolera mejor la isquemia ventilado que en
atelectasia™. Mantener |os pulmones sin zonas atelectésicas durante |a perfusion facilita d
lavado pulmonar. Un aumento excesivo de la presion aveolar puede dificultar la perfusion
por aumento de la presion capilar. El problema radica en conocer cua es e volumen
Optimo de insuflacion.

Algunos trabgjos experimentales in vivo demostraron que € amacenamiento de
los pulmones hiperinsuflados (PEEP de 30 cm de H,O) meoraban significativamente los
pardmetros de funcién pulmonar una vez implantado®, por lo que agunos grupos
mantienen los pulmones con una PEEP de 25 6 35 cm de H,0®. Sin embargo, otros
estudios demostraron lo contrario, es decir, un aumento del edema de reperfusion®.

Estudios ex vivo han puesto de manifiesto un aumento del coeficiente de filtracion
dd capilar pulmonar en los pulmones hiperinsuflados, por 10 que recomiendan evitar €
barotrauma®’En este sentido, Meyers® extrae los pulmones con e grado de insuflacion
que determina la capacidad funcional residual. Recientemente, De Campos®®” ha estimado
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de forma experimenta que € volumen de insuflacidn éptimo es € 50% de la capacidad
pulmonar total.

14.24.-FiO,

Date® comprobd en un estudio experimental que las células pulmonares requieren
de la presencia de O, para mantener su metabolismo, lo cua es imprescindible para la
preservacion y su posterior disponibilidad y que € consumo de O, es mayor a 10 °C que a
1°C.

Por otro lado, € grupo de S. Louis ha comprobado que se produce un aumento de
la permeabilidad capilar cuando los pulmones son insuflados con una FO, ata, d
favorecer la produccion de RLO®?. Es por ello aconsejable utilizar durante la extraccion y
el posterior dmacenamiento pulmonar, una FiO; inferior a 40%.

1.4.2.5.-Soluciones de preservacion

No existe un protocolo especifico de preservacion pulmonar. Salvo un grupo, € de
Harefidd, que continda utilizando como método de preservacion € enfriamiento mediante
circulacion extracorpérea (CEC), € resto de grupos utilizan € lavado dd lecho vascular
pulmonar con distintas soluciones de preservacion a través de la arteria pulmonar (via
anterograda) y/o de las venas pulmonares (retrograda).

Desde que en 1984, € grupo de Sanford introdujo en la préctica clinica la
perfusién y e mantenimiento pulmonar utilizando solucion de EC modificada, numerosos
grupos la han empleando®.

Por otro lado, la introduccién de la solucion de UW en la préctica clinica ha sido
uno de los eventos mas importantes en la esfera ddl trasplante de |os 6rganos abdominales,
hasta e punto de que es la Unica solucion de preservacion utilizada. Este hecho propicié la
realizacion de una serie de trabgos experimentales en los que ha quedado patente que la
solucién de UW consigue una buena preservacion pulmonar, sobre todo si se compara con
lasolucién de EC.

La presencia en su composicion de determinados agentes no metabolizables, sobre
todo larafinosa, determina un aumento de la presion oncética extracelular, 1o que previene
el edema celular. Otros componentes como € glutation, que reduce la produccion de
citokinas, e aopurinol como “limpiador” de RLO y la adenosina como precursor del
adenosintrifosfato (ATP), vasodilatador del lecho vascular pulmonar, disminuirian la
lesién sobre @ endotelio vascular. Por otro lado, la ausencia de glucosa aminoraria €
metabolismo celular. La mayor viscosidad de esta solucion favoreceria una distribucion
mas homogénea durante la perfusion pulmonar.
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En la practica clinica son escasos los trabgjos dedicados a comparar dichas
soluciones de perfusion y parece desprenderse de su andlisis que la solucién de la UW es
superior alade EC®. Sin embargo, son series no randomizadas.

Otras soluciones, como la de DBP o la de Celsior™ se han desarrollado més a
nivel experimental. En ese sentido, € grupo de Keshavjee demostré que la solucién de
DBP (Perfadex®) mejoraba de forma significativa la funcionalidad pulmonar en
comparacion con la de EC disminuyendo la LIR. El grupo de Date observé que € afiadir
un 1% de glucosa a esta solucion servia de sustrato para € metabolismo aerdbico en los
pul mones semi-insuflados permitiendo prolongar € tiempo de isquemia®?.

En un reciente estudio clinico, € grupo de Munich ha comunicado que la solucién
de DBP ofrece unos resultados significativamente meores, tanto en la mortaidad
postoperatoria como en la supervivencia, que los obtenidos con la solucion de EC. Los
datos obtenidos han sido € resultado de una observacion secuencia durante un periodo de
4 meses, 1o que ha condicionado a grupo, desde una perspectiva ética, a no poner en
marcha un ensayo prospectivo y randomizado, ante los buenos resultados obtenidos con la
solucién de DBP,

1.4.2.6.-Alternativas en la mgjora de la preservacion pulmonar

Se han estudiado numerosas sustancias desde € punto de vista experimental para
mejorar tanto la preservacion pulmonar como la respuesta a injerto, sn embargo su
extrapolacion a la préctica clinica ha sido muy escasa®™ %?. Hasta ahora, como ya hemos
comentado, solo los corticoides y la PGE; se utilizan en la preservacion pulmonar a nivel
clinico, aungue recientemente se estan incorporando | as sustancias generadoras de NO.

El NO juega un papel fundamental en la homeostasis tisular. Su produccion
enddégena puede verse aterada por distintos estimulos, como la isquemia-reperfusion. Por
este motivo, la administracion de NO puede jugar un papel importante en e TP,
comprobandose unos mejores resultados en los pacientes trasplantados con importante
disfuncionalidad del injerto, cuando se les administra NO inhalado. Con €l fin de obtener
una mejor preservacion pulmonar, Meyers® ha afiadido recientemente a la solucién de
preservacion EC modificada, nitroprusiato sodico (a dosis de 10 mg/l), no sdlo por su
efecto vasodilatador, sino también como generador de NO.

Por otro lado, a nivel experimental se han intentado desarrollar determinadas
estrategias quirdrgicas en relacion a la preparacion de la isquemia del pulmén donante o
del control en la reperfusion del pulmdén implantado, también con escasa extrapolacion en
la clinica humana. A nivel clinico, destaca e reciente trabgjo de Lick®™, con buenos
resultados en 5 pacientes en los que se ha modificado |a reperfusion pulmonar.
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1.5.-Implante en € receptor

El implante pulmonar ®se inicia con la preparacion de la ingle ipsilatera a
trasplante, con diseccion de la arteriay vena femorales en los casos de implante unilateral
en los que se prevea lanecesidad de CEC.

La incisidon torécica depende del tipo de TP. En d unilatera se redliza una
toracotomia posterolateral amplia através del 5° espacio intercostal con o0 sin reseccion de
la6?costilla. En & bipulmonar se opta por una toracotomia anterolatera bilateral por € 4 6
el 5° espacio intercostal, con 0 sin seccion transversal del esterndn (incisén de Clam-
Shell).

Tras la apertura del térax se procede ala liberacion pulmonar mediante la seccion
de las adherencias y del ligamento pulmonar. El primer pulmén que se trasplanta es aquel
cuya funcion pulmonar es mas deficiente, es decir € que tiene peor perfusiéon. A
continuacion se procede a la diseccion del hilio pulmonar y a pinzar la arteria pulmonar
para evaluar la tolerancia'y € adecuado control hemodinamico y gasométrico durante €
implante del pulmon.

En ocasiones la indicacion de CEC esta clara, como en los casos de HTP. Sin
embargo, en € resto de los casos, la decision es dificil y plantea serias dudas en funcion de
los riesgos y beneficios que supone su uso, como son las complicaciones hemorragicas
postoperatorias o € FPI.

Una vez liberado € pulmdn, se realiza una heumonectomia extrapericardica, lo
mas distal posible, incluyendo en € pediculo arterial remanente la primera rama
segmentaria en € lado izquierdo. La diseccion de la arteria pulmonar llevard implicita la
seccion del ligamento arterioso. Con seccién mecénica se cortan las estructuras vasculares
y con suturamecanica el bronquio anivel de la carina de division de los bronquios lobares,
evitando la diseccién de los tejidos peribronquiaes.

Al find, se redliza una amplia apertura del pericardio arededor de las venas
pulmonares y se procede a la colocacion del pulmén a implantar en la cavidad pleura
posterior, cubriéndolo con bolsas plasticas y hielo pilé.

El implante se inicia con la anastomosis bronquia termino-terminal. Se secciona,
previa comprobacion del blogueo unipulmonar con € tubo de doble luz, & mufidén
bronquial, degjando aproximadamente 1-1.5 cm de bronquio principal. Se inicia la
anastomosis con dos suturas de PDS® 4-0 en las uniones membrano-cartilaginosas,
efectuando una sutura continua de la parte membranosa y con puntos sueltos de la
cartilaginosa.
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A continuacion se lleva a cabo la anastomosis de la arteria pulmonar. Tras pinzar la
arterialo més proximal posible, con la pinza en situacién craneocaudd para no entorpecer
la anastomosis auricular, se enfrentan las ramas segmentarias con € fin de evitar torsiones.
Se abre € mufion arterid y se procede areaizar una sutura continua de la cara posterior y
anterior con Prolene® de 5-0, dejando sin anudar |a sutura en la cara anterior.

La anastomosis auricular se completa con la colocacion de la pinza lo mas
proximal posible en stuacion caudo-cranea. Se abren los mufiones de las venas
pulmonares y se redliza una anastomosis termino-termina con Prolene® de 4-0, dejando
sin anudar lasuturaen lacaraanterior.

Al paciente se le administran 500 mg de metilprednisolona i.v. antes de la
reperfusion de cada pulmon paraevitar € RA del injerto.

Se reanuda la ventilacion y se retira de forma lenta y progresiva, la pinza de la
arteria pulmonar, comprobando que existe flujo hacia la auricula izquierday que se vacia
el circuito de aire. Dicha maniobra se repite con la vena pulmonar, anudando finalmente la
caraanterior de ambas estructuras vascul ares.

1.6.-Complicacionesdel TP

A pesar de los avances conseguidos en € campo del TP tanto anivel técnico como
en € control de lainmunosupresién, aln existen numerosos problemas que debemos tener
presentes, complicaciones que no somos capaces de resolver o bien nuevas situaciones que
requieren un nuevo planteamiento. Todo esto promueve una continua investigacion sobre
la manera de prevenir y resolver las posibles complicaciones del TP. De hecho, la mayoria
de los trasplantados requieren atencién médica o reingreso hospitalario por aguna
complicacién en algiin momento alo largo de su evolucién.

Algunas de estas complicaciones aparecen en e periodo postoperatorio precoz,
mientras que otras aparecen de forma maés tardia. Algunas son consecuencia directa del
procedimiento quirdrgico, mientras que otras derivan del organo trasplantado, bien por la
adaptacion del organismo a la nueva Stuacion o bien como consecuencia de los
tratami entos que se aplican para mantener su funcionalidad.

1.6.1.-Lesion de isquemia-reperfusion

Mas que una complicacion en si, laLIR es un hecho casi constantetrasun TPy en
el periodo postoperatorio inmediato. Se caracteriza por un dafio aveolar inespecifico,
edema pulmonar e hipoxemia dentro de las primeras 72 h del TP aconsecuenciadel propio
trasplante, bien secundario a la isquemia y reperfusion o bien a la preservacion. Se cree
que también incide en su aparicion lainterrupcion del drengje linfatico a nivel pulmonar y
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hay evidencias del importante papel que juegan los RLO en la patogénesis del edema®”,
como hemos comentado con anterioridad.

Desde un punto de vista etiopatogénico, cuando un tegjido es sometido a isquemia,
laausencia de O, genera una serie de acontecimientos que s no se detienen abocan haciala
muerte celular. La anoxia hace que disminuyan los niveles de ATP, deteniéndose €
metabolismo energético. La prolongacion de laisquemiaimplica que ese ATP no se pueda
regenerar y por lo tanto la célula entra en una corriente de degeneracion irreversible. El
metabolismo se vuelve anaerobio paraintentar mantener los maximos niveles de ATP pero
la célula acaba muriendo por ateracion de lamembranacelular y del intercambio ionico.

En condiciones normdes, y en las mitocondrias, tiene lugar € proceso de
fosforilacion oxidativa, mediante € cual la cadena de transporte de e ectrones desde e
nicotinamida adenina reducido (NADH) a O,, catalizado por la citocromo oxidasa
mitocondria, se convierte en la principal fuente de energia.

NADH +H" + 3ADP + 3 Pi + /20, —— NAD" +4H,0 + 3ATP

En condiciones de hipoxia, la fosforilacion oxidativa no puede llevarse a cabo, y
por lo tanto se produce un acumulo de NADH con un descenso de los niveles de ATP.
Como compensacion, se activa é metabolismo anaerobio con consumo de piruvato y
produccion de lactato, nicotinaminodinucledtido (NAD) y ATP. Sin embargo, esta via de
generacion de energia es menos productiva que la aerébica e insuficiente para cubrir las
necesidades celulares, ya que se generan 2 moléculas de ATP frente alas 36 de la aerdbica,
con acumulo de adenosindifosfato (ADP) y AMP.

A su vez, la produccion de lactato inhibe la glicolisis y desciende € pH, lo que
puede generar laroturade los lisosomas einiciar la digestion celular. Cuando la bomba de
sodio-potasio (Na'-K*) degja de actuar, se acumula Na intracelular y potasio K*
extracelular aterandose la polaridad de la membrana celular y la tonicidad del medio
intracelular con la consiguiente entrada de agua en la célula y la produccion del edema
celular.

Por otro lado, € estrés oxidativo®™ a que se someten las células en situaciones
extremas, se caracteriza por la produccion de especies reactivas de O,, RLO, como €
anion superdxido (Oy), perdxido de hidrogeno (H20,) y los radicaes hidroxilo (OH).
Estas moléculas, en particular los OH™ son muy inestables y reaccionan con la primera
estructura que se encuentran, los lipidos de lamembrana celular. El dafio celular producido
por la peroxidacion lipidica puede variar desde un incremento de la permeabilidad celular
hasta la lisis celular. Se ha descrito la generacion de especies intracelulares de O, en la
mayoria de las células del parénquima pulmonar, células endoteliales y macréfagos del
pulmon trasplantado.
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Existen dos mecanismos de produccion de estas moléculas™, uno deriva de la
acumulacion de hipoxantina y la conversion de la enzima xantina deshidrogenasa en
xantina oxidasa durante la anoxia con degradacion de la hipoxantina en O, después de la
reoxigenacion. El segundo depende del sistema NADPH oxidasa que esta presente sobre
todo en lamembrana de los neutréfilos y macréfagos, y que cataliza la reduccion de O, en
H>O, Yy O,.

| ATP

Anoxia AMP

Adenosi Na X antina deshidrogenasa
Inpsina

Xantin@ oxidasa .

Hipoxantina / >
N
' NADP*

O,
. NADPH oxidasa
Isquemia
| 5 NADPH
Reperfusién-reoxigenacion >

Fig. 5: Produccion de RLO

El fenOmeno isguemiareperfuséon se suele corresponder con  anoxia
reoxigenacion®en los érganos trasplantados. Sin embargo, en e pulmén es diferente
porque los alveolos contienen O, durante la preservacion, que ayuda a mantener €
metabolismo aerdbico y prevenir la hipoxia. Ademés, en € pulmon se debe distinguir €
estrés oxidativo producido por la hipoxiade producido por laisguemia

La hipoxia es la responsable de la disminucion de ATP y del correspondiente
incremento de la hipoxantina como consecuencia de la degradacion de ATP, ADPy AMP,
con generacion de O, cuando € O, es reintroducido con la reperfusion y/o la ventilacion.
Este fendmeno puede bloquearse con productos inhibidores de la xantina oxidasa como €
aopurinol. En cambio, la isquemia caracterizada por la ausencia de flujo sanguineo dentro
del pulmon puede producir peroxidacion lipidica 'y dafio oxidativo a pesar de la presencia
de O,. El mecanismo no esta asociado con la deplecion de ATP y puede ocurrir durante €
periodo de almacenamiento por accion delaNADPH oxidasa

El endotdio parece ser una de las dianas de la oxidacion durante la isquemia. Las
céulas endoteliales son muy sensibles a las fuerzas fisicas resultantes de la variacion del
flujo sanguineo y son capaces de transformar estas fuerzas en sefiales eléctricas y
biogquimicas. La ausencia del componente mecanico del flujo sanguineo durante la
isquemia estimula la despolarizacion de la membrana de las células endotelides con
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activacion de la NADPH oxidasa, factor nuclear-KB y la Oxido nitrico sintetasa
dependiente de Ca'™™.

Por otro lado, la isquemia a la que se somete e pulmon activa los macréfagos del
donante, que producen citokinas proinflamatorias. Lainterleukina-8 (IL-8), interleukina-12
(IL-12), factor de necrosis tumord (TNF-o) e interferon gamma (INF-y), responsables
durante la reperfusion de activar a los linfocitos T y los neutréfilos residentes en €
pulmaén, producen a su vez més citokinas (INF-y, IL-8), perpetuando € dafio pulmonar.

Activacion ‘ | squemia
M acr 6fagos
\ H,0, 05

IL-12 TNF-a IL-8
IL-8 INF-y
Reperfusion
+ + . e
Activacion + Act|va}c!on
Linfocitos T » Neutr 6filos

Fig. 6: Mecanismo de produccion de la lesion pulmonar por la isquemia-reperfusion

Ademés, la isquemia hace que se expresen moléculas de adheson en los
neutréfilos y en las células endotdliales. Esto favorece la migracién quimiotéactica de los
neutréfilos, aumenta la produccién de los factores procoagulantes responsables de las
microtrombosis vasculares que impiden € retorno de sangre tras la reperfusion y activa la
NADPH oxidasa de los macréfagos y neutrdfilos.

El mecanismo patogénico de la LIR se complica s tenemos en cuenta que la
hipotermia, esencia para € mantenimiento del pulmoén, se asocia con algunos de los
procesos deletéreos vistos. Entre ellos se halan € estrés oxidativo, la inactivacion de la
bomba de Na'-K*, & incremento de Ca’™" intracelular, la liberacion de hierro (Fe) y la
induccion de la muerte celular programada (apoptosis) que induce también la expresion
de moléculas de adhesion en la membrana celular y la liberacién de mediadores
proinflamatorios y procoagulantes.

El incremento de Ca™ intracdlular por liberacion a partir de sus depésitos
intracelulares o por € trasiego patolégico a través de la membrana celular, junto a las
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ateraciones del pH puede aterar numerosos procesos que inducen la muerte celular. La
elevada concentracion de Ca™ citosdlica favorece la converson de la xantina
deshidrogenasa en xantina oxidasa potenciando € efecto deletéreo delos RLO.

El Fe, elemento esencia paralavida celular puede ser muy toxico en condiciones
de estrés por su participacion en la generacion de RLO. En su forma libre, oscila entre su
forma oxidada (Fe**) y su forma reducida (Fe**) y catalizala transformacion de H,0, y Oy
en OH" através de lo que se conoce como reaccion de Fenton.

O, +Fe* > Fe'+ O,
20, +2H" » H,0,+ O,
H.0, + F&’* » OH +OH +Fe”

Fig. 7: Reaccion de Fenton

A diferencia de la muerte celular por necrosis que se ha observado a nive
experimental en los pulmones trasplantados de ratas entre las 6 y 12 h de isquemia en frio,
la apoptosis no se presenta durante la isquemia, Sino que aparece rdpidamente tras la
reperfusion y no se relaciona con la funcion pulmonar.

La induccién de la apoptosis esta modulada por dos vias. La via intrinseca que
implica a las mitocondrias y que es activada por los RLO y la via extrinseca que es
activada a través de sefiales procedentes de |os receptores de membrana de muerte celular
cuando se unen a ellos su respectivos ligandos, como son € TNF y Fas. La primera via se
activa en la fase precoz de la reperfusion, mientras que la segunda tarda varias horas en
hacerlo.

Hipotermia

Activacion delos
Par ametros
inflamatorios

Pre-extraccion Extraccion Almacenamiento

Fig. 8: Factores que influyen en la generacién dela LIR
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A todo esto hay que sumarle ademas, € efecto organico deletéreo que se produce
en € potencid donante antes y durante la extraccion pulmonar derivado de la muerte
cerebrd, la ventilacion mecanica y sus complicaciones o € propio traumatismo que
provoco la muerte del paciente. Estos fendbmenos influyen de forma decisiva en la
aparicion y e grado de presentacion delaLIR en e receptor(97).

Por otro lado, € empleo de la CEC durante la cirugia también contribuye a la
aparicion de la LIR®, probablemente por activacion de los neutréfilos y liberacion de
RLO. A veces, no obstante, es dificil determinar si laCEC esla causao laconsecuencia, d
tener que emplearlapor & edematras el implante del primer pulmén.

La LIR se manifiesta, desde @ punto de vista radiolégico como un infiltrado
aveolointersticial difuso con traduccion clinica de un deficiente intercambio gaseoso. El
espectro clinico abarca desde unaleve hipoxemia con escasos infiltrados radiol 6gicos hasta
un cuadro similar aun distrés respiratorio del adulto.

Las medidas terapéuticas van sobre todo encaminadas a la prevencion, con un
adecuado protocolo de extraccién pulmonar, reduciendo la isquemia, cuidando la
manipulacion y limitando e aporte de liquidos en € implante. Una vez establecido, las
medidas van enfocadas a favorecer € balance hidrico negativo, empleando diuréticos y
catecolaminas, aunque controlando siempre la funcion renal. Con medidas adecuadas de
soporte, @ edema de reperfusion suele autolimitarse, y mejora 0 se resuelve de forma
espontaneaen 36 a72 h'®.

Se han utilizado diferentes términos® para describir a este sindrome: edema de
reimplantacion, respuesta de reimplantacion, dafio de reperfusion, edema de reperfusion,
FPI y disfuncién prematura del injerto.

El término FPI corresponde a la forma mas severa de la lesion de isqguemia
reperfusion que describe un falo de la funcidn y deterioro progresivo del Grgano recién
implantado. La relevancia de la disfuncion precoz del pulmén trasplantado no esta bien
definida y, como hemos visto antes, se le atribuye la responsabilidad de un tercio de la
mortalidad postoperatoria (en los primeros dias) y hasta del 15% de los fallecimientos
ocurridos durante los 3 primeros meses en |os pacientes trasplantados™.

Ademas de esta significativa morbi-mortalidad en € periodo postoperatorio precoz,
la LIR severa se asocia con un incremento del riesgo de RA que puede ocasionar una
disfuncion del injerto alargo plazo.

El FPI suele aparecer en las primeras 24 h y en la mayoria de los casos es
reversible. Se ha descrito con mayor frecuencia en los TP unipulmonares y se manifiesta,
desde d punto de vista clinico, como un infiltrado pulmonar difuso en la Rx de térax, que
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traduce la presencia de un edema pulmonar no cardiogénico uni o hilateral. Esta Situacion
obliga a mantener a paciente intubado y ventilado con un ato aporte de O,, y a emplear
NO. El cociente PaO,/FiO, se mantiene siempre por debajo de 150, Otras terapias més
novedosas y alin con escasa experiencia clinica son la aplicacion de surfactante pulmonar,
la administracion de PGE;, la inhibicion del complemento o la administracion de
antagonistas de |os factores activadores de las plaguetas™™®.

A pesar de la disminucion de su incidencia con las mejoras en la preservacion, €
FPI es probable que haya sido sobreestimado, atribuyéndosele una responsabilidad
exagerada en d fracaso ddl trasplante por otros motivos acontecidos durante la cirugia o en
el periodo postoperatorio. El estudio de pulmones compartidos, es decir, TP
unipulmonar a dos receptores diferentes a partir de un Unico donante, orientaaque € papel
de la preservacion en € FPlI es probablemente menor de lo que hasta ahora se le
atribuye®.

1.6.2.-Rechazo pulmonar

Existen tres categorias de rechazo pulmona® con distintas ateraciones
histol6gicasy clinicas. @ rechazo hiperagudo (RHA),  RA y € crénico (RC).

1.6.2.1.-Rechazo hiperagudo

El RHA tiene lugar minutos después de la reperfusién y se debe a la presencia de
anticuerpos presentes en @ receptor. Es una complicacion superada en la préctica con la
compatibilidad ABO entre € donante y € receptor y la determinacion del porcentgje de
anticuerpos citotoxicos en el receptor®.

1.6.2.2.-Rechazo agudo

El RA esotrade las complicaciones frecuentes en € periodo postoperatorio precoz,
sobre todo, en los 3 primeros meses y en especia en las 2 primeras semanas, aungque puede
ocurrir en cualquier momento de la vida dd receptor. Asi € 75 % de los receptores
desarrollaun RA durante los primeros 30 dias y un 60% de todos los casos de RA ocurren
durante € primer afo.

Es la expresion de una respuesta inflamatoria mediada por células a reconocer los
linfocitos del receptor a pulmon trasplantado como extrafio. La disparidad de los
antigenos de histocompatibilidad (HLA) entre e donante y e receptor, sobre todo en los
locus HLA-DR y HLA-B, son € mayor factor de riesgo para un RA. Al reconocer como
extrafo e pulmoén se produce la activacion de los linfocitos T que liberan citoquinas, sobre
todo interleukina-2 (IL-2), responsables de la proliferacion celular mononuclear y de la
expresiéon de los HLA de clase || (HLA-DP, DQ, DR) en d epitelio bronquia y en €
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endotelio. Estos antigenos, no presentes de forma habitual, aumentan la superficie
antigénica de las células del receptor perpetuando |a reaccion inmunol gica™.

Linfocito T esion HLA-11

O,.endotelio)

Linfocito T
Activado

Proliferacion

RREC O — > -
RC

Fig. 9: Mecanismo de produccion del rechazo pulmonar

Laclinicade RA es bastante inespecifica, desde pacientes asintomaticos hasta los
que presentan disnea, tos'y fiebre, objetivandose hipoxemia e infiltrados difusos en la Rx
de térax, asi como una caida de los volumenes en la espirometria que mejoran hasta su
situacion basal semanas después del tratamiento™®. Hay que tener en cuenta que laRx de
térax puede ser normal después del primer mes, por lo que la normalidad radiolégica no
descarta un episodio de RA® 10,

El diagnéstico diferencial se debe redlizar en especia con lasinfeccionesy laLIR,
pero a veces es bastante complego. La biopsia transbronquial (BTB) es necesaria para
confirmar & diagnodstico, mostrando un infiltrado de mononucleares a nivel perivascular.
Su rentabilidad, no obstante es baja, sendo necesaria la redizacion de, d menos, 5
biopsias de uno 0 mas I6bulos pulmonares para conseguir una sensibilidad y especificidad
de hasta d 94% y 90% respectivamente. Esto resulta dificil, dada la situacion de
compromiso respiratorio del paciente y conlleva un alto riesgo de complicaciones, sobre
todo sangrado o neumotorax. En |os pacientes asintomaticos, la BTB demuestra evidencias
histol 6gicas de RA minimo o ligero en méas del 30% de |os pacientes %V,

El diagnostico puede hacerse por criterios clinicos o histologicos, aunque se debe
intentar obtener una muestra histol6gica siempre que € paciente lo permita. Los criterios
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clinicos se aceptan como diagndstico en € periodo postoperatorio inmediato, cuando su
incidenciaes dtay en ocasiones la situacion del paciente contraindicala BTB.

La actitud més extendida consiste en observar la respuesta a tratamiento con un
choque de esteroides, 500 mg/12h de metilprednisolona, una vez descartada la existencia
de infeccion. Si en las 12 h siguientes se objetiva una clara meoria, se confirma la
sospecha de rechazo. Si existen dudas se puede repetir & bolo de esteroides al 2°y 3 dias
consecutivos. La fata de respuesta d tratamiento corticoideo nos debe hacer sospechar y
vaorar otras posbilidades como infecciones poco frecuentes o problemas en las
anastomosi S Venosas.

En 1995 d Lung Rejection Sudy Group estandarizé una nomenclatura para €
diagndstico de RA basandose en € grado de infiltracion linfocitaria. Este hallazgo no es
especifico y puede observarse en la neumonia por Citomegal ovirus, Pneumocystis Carinii,
enfermedad linfoproliferativa postrasplante, problemas de preservacion, zona de biopsias
previas 0 posible recurrencia de la enfermedad primitiva como la sarcoidosis. Por este
motivo, se aconsgja redlizar también un lavado broncoaveolar con cultivo y estudio de la
celularidad para descartar otros procesos patol dgicos™™.

Tabla V: Grados de RA (LRSG 1995)

Grado de infiltracién linfocitaria perivascular (A)

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

El tratamiento ddd RA se basa en la inmunosupresion. Todos los pacientes
trasplantados reciben ciclosporina A, azatioprina y corticoides. Las dosis empleadas son
variables, necesitando mantener unas dosis de ciclosporina de 250 a 350 ng/ml en €
primer afio postrasplante. La dosis de azatioprina es de 2 mg/Kg/diay la de la prednisona
es de 0,5 mg/Kg/dia durante los 3 primeros meses descendiendo de forma gradua hasta
una dosis de mantenimiento de 0,15 mg/kg/dia

En generd, se acepta que deben tratarse todos los RA a partir del grado A2. La
piedra angular del tratamiento del brote de RA consiste en bolos de metilprednisolonaii.v.
(1g/dia durante 3 dias consecutivos) seguidos de un aumento de la dosis norma de
prednisona de 0,5 a 1 mg/Kg/dia y un descenso posterior. Aunque la mayoria de los
pacientes megjoran con la primera dosis de esteroides, la presencia de un rechazo
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persistente o recurrente, obliga a modificar € tratamiento inmunosupresor y vigilar las
posi bles complicaciones.

Tabla VI: Inmunosupresores actuales

1.-Inmusupresores basicos (inhibidores de la sintesisde | L-2)
Ciclosporina A

Tacrolimus

2.-Agentes anti-mitéticos de soporte
Azatioprina

Micofenolato mofetil

3.-Corticoides

4.-Agentes inductores (anticuer pos monoclonal es)
Globulina antilinfocitica/OK T3/globulina anti-timocitica
Daclizumab/basiliximab

Se han evidenciado factores histol 6gicos que predicen laresistencia a tratamiento
convenciona esteroideo. Un mayor grado de rechazo (A3-A4), la presencia de linfocitos
B, la presencia intrduminal de tgido de granulacion y la expresion en las células
mononucleares de los antigenos C494 y C219 son factores predictores de persistencia de
rechazo o resistenciaa tratamiento esteroideo.

En estos casos no hay unanimidad en cuanto a tratamiento inmunosupresor. Se
suele aplicar terapia citolitica con anticuerpos monoclonales OKT3 o globulina
antitimocitica con resultados variables. Otros tratamientos con menos experiencia clinica
incluyen la irradicacion total linfocitaria, fotoféresis, tacrolimus o los aerosoles de
ciclosporina®.

A pesar detodo €lo, aunque seresuelva e episodio de RA refractario, laincidencia
de RC no se modifica. De hecho, la recurrencia de episodios de RA se ha relacionado
directamente con & desarrollo de RC™®.

1.6.2.3.-Rechazo crénico

El RC, con la bronquiolitis obliterante (BO) como manifestacion principal,
contina sendo d talén de Aquiles ded TP. A pesar de la acusada meoria en la
supervivencia inmediata, la supervivencia a largo plazo para los receptores de un TP es
baja en comparacion con otros Organos solidos. La ata presencia de BO, proceso
fibroproliferativo que conduce ala obliteracion delaviaaéreay alafibrosis del injerto, es
responsabl e de esta limitada supervivencia.
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La incidencia de BO es dta en los 2 primeros afios del TP pero los pacientes
permanecen en riesgo indefinido, siendo € riesgo acumulativo para la BO del 60-80%
entrelos 5y 10 afios del TP. Hoy por hoy, 1a BO es indetectable en lafase preclinicay no
suele tener tratamiento satisfactorio. De hecho, pasado € primer afio, representa la
principal causa de muerte de los pacientes con TP,

Lafase inicia de la enfermedad es de caracter insidioso, con disnea progresiva 'y
tos. La colonizacion de la via aérea por Pseudomona Aeruginosa es comin y produce
brotes recurrentes de bronquitis purulentas.

A diferenciade RA, laconfirmacion histolgica por BTB es problemética, con una
sensibilidad igua o inferior a 17%. Dadala dificultad diagnostica se introdujo € concepto
de sindrome de bronquialitis obliterante como expresion funciona de un RC que provoca
la caida de la funcion respiratoria, en concreto del FEV; < a 80% del pico obtenido
después del trasplante, no justificado por otra causa.

Los hallazgos histoldgicos presentes en la BO sugieren que existen dos procesos
distintos que abocan e uno a otro. Por un lado, 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. La lesiéon de la BO se considera activa si se
acompafia de infiltracion linfocitica peribronquiolar o inactiva s lainfiltracién es escasa o

ausente,
Tabla VII: Clasificacion clinica dd SBO

Grado O FEV:> 80% dd basal
Grado 1 FEV:= 66-79%
Grado 2 FEV1= 51-65%
Grado 3 FEV1<50%

A: noBO ono biopsia; B: BO
FEV; base: media de dos mgjoresvalores

Como ya hemos comentado, € factor de riesgo més importante para e desarrollo
de BO son los episodios previos de RA, ademas de la neumonia citomegdica, la
bronquiolitis linfocitica, la isqguemia de la via aérea y la ausencia de coincidencia del
sistemaHLA entre donante y receptor®®®:

Labronquiolitis linfocitica o inflamacion linfocitica no fibrosante de la via aérea se
detecta con frecuencia en las biopsias postrasplante. A menudo la precede o sigue a los
episodios de RA y se ha asociado a un incremento del riesgo para desarrollar BO. Su
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diagnéstico debe dertar a clinico hacia un posible cambio de tratamiento
INMUNOSUPresor.

El tratamiento del RC consiste en aumentar |ainmunosupresion, pero no existe una
terapia que haya demostrado una eficacia superior. Se considera que es efectiva cuando se
consigue raentizar la caida de la funcion pulmonar o estabilizarla, dado que la mejoria es
poco probable. Una vez establecido € diagndstico, la enfermedad puede seguir un curso
lento y progresivo o estacionarse, bien de forma espontanea 0 como respuesta a
tratamiento%.

1.6.3.-Otras complicaciones
1.6.3.1.-Hipotension

Tras d TP es frecuente que los pacientes estén hipotensos, sobre todo s han
requerido CEC, debido sobre todo a la disminucién de las resstencias periféricas. La
necesidad de mantener balances hidricos negativos para minimizar e edema agrava alin
mas la hipotension. Para remontarla hay que evitar |a sobrecarga de fluidos y se requiere
por lo genera & empleo de inotrdpicos, estabilizandose a los pocos dias tras la cirugia. Se
ha relacionado con la liberacion por parte de los leucocitos y plaquetas de citoquinas y
otros factores humorales™®,

1.6.3.2.-Hipertensién pulmonar

Tras e TP se produce una reestructuracion de la hemodindmica del circuito
pulmonar. Es frecuente comprobar que los pacientes presentan elevaciones de las cifras de
presion arterial pulmonar durante las primeras 24 6 48 h postrasplante, sobre todo s
aparece edema de reperfusion. Esta hipertensdn puede afectar ad mantenimiento
hemodinamico genera del paciente y, si bien la mayoria de las veces no precisa medidas
terapéuticas especiaes, en otras ocasiones es preciso emplear PGE; y NO®®.

1.6.3.3.-Tromboembolismo pulmonar

Los pacientes con TP deben ser considerados de ato riesgo para d desarrollo de
trombosis venosa profunda, y la profilaxis del tromboembolismo pulmonar (TEP) en elos
debe ser muy rigurosa, con heparinas de bgo peso molecular, movilizacion de
extremidades y vigilancia de |os catéteres. Se ha estimado un 12% de incidenciade TEP en
pacientes con TP y TCP. Puesto que en & pulmon trasplantado no existe circulacion
bronquial, la repercusién del TEP es mayor que en otros pacientes, con una mortalidad de
hasta el 4296,
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1.6.3.4.-Infecciones

Al estar en contacto con € exterior, € pulmén es més susceptible a la agresion de
los agentes externos. El paciente inmunodeprimido presenta menor capacidad de defensa
frente a las infecciones, en especia a nivel pulmonar. Las infecciones son dos veces mas
frecuentes en receptores pulmonares que en receptores de corazon e higado y se estima que
congtituyen la principal causade morbilidad y mortalidad postoperatoriadel TP.

La infeccion puede ser adquirida, trasmitida desde € donante, o bien propagada
desde € pulmon nativo en los TP unipulmonares, o desde los senos paranasales y/o vias
aéreas superiores. Ademas de la exposicion a exterior, entre los factores que favorecen la
infeccién estan lainmunosupresion, la denervacion ddl pulmén trasplantado con depresién
dd reflgjo tusigeno y abolicion del reflgo mucociliar, y la interrupcion del drenaje
linfético®.

1.6.3.4.1.-Infecciones bacterianas

La neumonia bacteriana es la infeccion més frecuente, apareciendo hasta en € 66%
de los TP, Su incidencia es mayor en los primeros 6 meses tras € TP, con una
prevalencia dd 35% en las 2 primeras semanas después de la cirugia. Esta cifra puede
reducirse a 10% cuando se aplica una profilaxis antibidtica de amplio espectro y se trata
cualquier patdgeno potencial detectado en |os andlisis bacteriol 6gicos de esputo durante los
primeros 10 dias.

Los gé&menes que se aidan con mas frecuencia son los Gram negativos,
especialmente la Pseudomona aeruginosa, seguidos por € Saphylococus aureus y €
Haemophylus influenzae™®. A pesar de la conocida transmision de patdgenos desde e
donante a receptor, los pacientes con FQ que padecen frecuentes infecciones pretrasplante
por Pseudomonas no parecen sufrir una mayor incidencia de infecciones respiratorias que
el resto de trasplantados en e periodo postoperatorio inmediato. Sin embargo, cuando
desarrollan neumonia postoperatoria, este organismo esta cas Ssempre implicado.

La tuberculosis es més frecuente en la poblacion trasplantada que en la poblacion
normal, y parece acertado realizar quimioprofilaxis en los pacientes con TPY7.

La bronquitis bacteriana es muy frecuente entre los trasplantados pulmonares, y
representa el 25% de las infecciones bacterianas tras €l TP. Este proceso es mas frecuente
entre los pacientes con FQ y se ve también favorecido cuando € paciente es portador de
aguna prétess endobronquia o presenta un RC, contribuyendo a desarrollo de
bronquiectasias en laBO.
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La mediastinitis es una grave complicacion, que aparece con mayor frecuenciatras
disecciones amplias del mediastino como en los TCP o cuando aparecen dehiscencias dela
anastomosis respiratoria. Més rara es la secundaria a osteomielitis esternal ./

1.6.3.4.2.-Infecciones viricas

Lainfeccion por Citomegalovirus (CMV) es la segunda infeccion mas frecuente en
el paciente con TP, aunque aparece mastarde, de 1 a4 mesestrasel TPy nuncaantesdela
22 semana después del trasplante. No todos los pacientes que adquieren una infeccion por
CMV desarrollan la enfermedad®®. La incidencia de infeccién esta directamente
relacionada con € estado serol dgico del receptor y su concordancia con € del donante, y €
peligro infeccioso dependera del régimen de inmunosupresion. La prevalencia de infeccion
por CMV es menor cuando € donante y € receptor son negativos, aunque cuando estos
pacientes adquieren la infeccion desarrollan la enfermedad en un 80%. Esta prevaencia es
también elevada en receptores positivos con donantes positivos. Por dltimo, un paciente
seropositivo con donante negativo puede reactivar lainfeccion latente con replicacion vira
debido alainmunosupresion.

La enfermedad puede manifestarse de forma insidiosa, como hepatitis,
gastroenteritis, colitis, retinitis, 0 un cuadro generalizado con importante postracion. No
obstante la neumonia es la manifestacion mas frecuente en el TP, con fiebre, tos, deterioro
respiratorio e infiltrados difusos en la Rx, planteando muchas veces € diagnostico
diferencial con € RA. La infeccion por CMV puede ser diagnosticada por serologia, o
deteccion de virus en la BTB o lavado broncoaveolar, y se ha asociado con una mayor
incidenciade RC.

El ganciclovir es d tratamiento mas eficaz parala neumonia por CMV, teniendo en
cuenta que inhibe lareplicacion vira pero no erradica la infeccion latente. También puede
usarse como profilaxis a partir del 10° dia postoperatorio, disminuyendo a menos del 15%
laelevadamortalidad que con anterioridad se asociabad CMV.

La infeccion por Herpes simple no plantea una excesiva problemética gracias a la
efectividad del tratamiento y la profilaxis con aciclovir. Otros virus como € Epstein-Barr
juegan un papel en d TP poco definido, habiéndose relacionado con la apariciéon de
procesos linfoproliferativos™®.

1.6.3.4.3.-Infecciones por hongos

Las infecciones fungicas pueden ocurrir en € periodo postoperatorio temprano o
tardio. Aunque es frecuente aidar Candida albicans en los cultivos de esputos
postoperatorios, su presencia se suele deber a una colonizacion de la via agrea. La
neumonia por Candida es rara, pero s se produce sudle ser fatal. También puede originar
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mediastinitis, aneurismas micéticos e infeccion diseminada. Se trata con fluconazol o
anfotericina B.

La infeccion por Aspergillus aparece entre  20% y 40% de los receptores
pulmonares. La enfermedad se presenta hasta en e 25-60% de |os pacientesinfectados y se
caracteriza por bronquitis ulcerativa o pseudomembranosa, neumonia y aspergilosis
diseminada. La afectacion inflamatoria del érbol respiratorio puede provocar estenosis de
lavia aérea a digtintos niveles y en su forma ul cerativa propiciar la aparicion de unafistula
broncoarterid con hemoptisis masiva'y un prondstico ominoso. La variedad predominante
es e Aspergillus fumigatus.

El diagnostico se hace por fibrobroncoscopia, aidando € hongo en € aspirado y en
las biopsias de las lesiones ulcerativas. El tratamiento puede hacerse con itraconazol y
anfotericina B en aerosol, aunque la neumonia o la aspergilosis generalizada requieren €
empleo de anfotericinai.v, principa mente en su formaliposomal, menos toxica, aunque en
genera los resultados son malos a pesar del tratamiento. En €l periodo postoperatorio esta
indicadala profilaxis con fluconazol y aerosoles de anfotericina BU%.

1.6.3.4.4.-Otras infecciones

La infeccidén por Pneumocystis carinii supone un grave riesgo para los pacientes
inmunodeprimidos. La mortalidad asociada ala neumonia por este germen es considerable
y por elo es obligada la profilaxis con cotrimoxazol que ha demostrado una adta
efectividad™".

1.6.3.5.-Complicaciones anastométicas
1.6.35.1.-Delaviaaérea

Aunque las mejoras en la técnica y en la profilaxis infecciosa han reducido su
prevaencia, hasta el 15% de los pacientes con TP presentan algun tipo de complicacion en
la anastomosis de la via aérea. Esta puede ser una dehiscencia de mayor o0 menor grado en
el periodo precoz, o bien una estenosis o broncomalacia de forma mastardia.

Es posible objetivar una relacion directa entre la aparicidn de complicaciones de la
sutura bronquia con las infecciones respiratorias. Su incidencia es mayor entre los
pacientes con FQ o bronquiectasias, patologias sépticas por definicion. Salvo excepciones,
en dehiscencias de més del 50% de la luz que requieren correccion quirdrgica, € resto de
casos pueden ser tratados con medidas conservadoras: fibrobroncoscopias repetidas para
control y limpieza bronquial y antibioterapia adecuada seguin |os cultivos.
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En su evolucion se puede producir una estenosis por la cicatrizacion bronquid. S
se produce una dificultad a paso de are, esta indicado e tratamiento con |&ser,
dilataciones neuméticas y prétesis autoexpandibles®”.

1.6.3.5.2.-Vasculares

Mediante ecografia transesof agica postoperatoria, se han detectado estenosis de las
venas pulmonares hasta en € 29% de |os pacientes con TP.

El grado de estenosis repercute en la evolucion a corto plazo. Cuando la
obstruccion de la vena pulmonar es completa, se produce un infarto pulmonar en un plazo
de 4-6 9. Es importante pensar en la posibilidad de este cuadro, pues la clinica que
produce es inespecifica y la Rx muestra un infiltrado difuso que plantea e diagndstico
diferencia con la infeccion, € RA o la LIR. Aunque se han comunicado resultados
aceptables con lautilizacion de un activador del plasminégeno paralisar el trombo, cuando
se comprueba una obstruccion significativa es preciso repararla con angioplastia o cirugia,
y en ocasiones |la Unica opciédn terapéutica es lalobectomia o € retrasplante.

La estenosis de la arteria pulmonar es poco frecuente y plantea una problematica
con un enfoque terapéutico similar d antes expuesto para la anastomosis venosa, s bien en
este caso existe una hipoperfusion del pulmoén afecto. El diagnéstico suele hacerse por
ecografia transesofagica o angiografia y aungque se puede intentar € tratamiento con
dilatacion neuméatica y endoprétesis, con frecuencia requiere correccion quircrgica™®.

1.6.3.6.-Complicaciones del abordaje

Las complicaciones de la esternotomia, desde defectos de la union hasta la
dehiscenciaesterna completa o la osteomidlitis, aparecen hasta en e 34% de pacientes tras
el TP. La aparicion de problemas en la fijacion esterna puede provocar molestias
persistentes o afectar |a mecanica ventilatoria, requiriendo en ocasiones una reintervencion
y nuevafijacion esternd.

El efecto retardante de la cicatrizacion producido por los esteroides, provoca que
aparezcan dehiscencias de la herida quirdrgica a cuaquier nivel, afectando a diferentes
planos musculares, incluso hasta la dehiscencia total de la toracotomia. Cuando aparece
requiere reparacion quirdrgicat®.
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1.6.3.7.-Complicaciones pleurales
1.6.3.7.1.-No infecciosas

Las complicaciones no infecciosas del espacio pleura aparecen hastaen un 22% de
los TP, siendo lamés frecuente e neumotdrax™?. La aparicion de fuga persistente y de un
neumotdrax recurrente tras € TP nos orienta sobre la existencia de pequefias dehiscencias
con fistulizacién broncopleural a nivel de la anastomosis bronquia. En ocasiones esta
producido por pequefias bullas 0 blebs en € pulmdn donante o por lesiones superficiaes en
el parénguima durante la cirugia de extraccién o implante. El tratamiento debe ser
conservador en la mayoria de los casos, manteniendo los drengjes pleuraes y requiriendo
en pocos casos la correccidn quirdrgica.

Por lo genera se busca que |os tamafios pulmonares del donante'y del receptor sean
equivaentes. Sea por error en las mediciones 0 bien por la situacién de emergencia, en
ocasiones puede existir bastante discordancia entre los tamafios pulmonares del donante y
receptor. Un pulmén demasiado pequefio no ocupara toda la cavidad torécica. Uno
demasiado grande puede impedir € cierre del térax e incluso provocar una compresion
cardiaca con taponamiento.

En €& caso de pulmones grandes, puede emplearse con éxito la reduccion del
tamafio pulmonar, incluso resecciones lobares. Es més frecuente que los pulmones sean
demasiado pequefios, sobre todo en casos de enfisemas o FQ con cavidades
sobredimensionadas. En éstos puede aparecer unaimagen de neumotérax persistente en los
controles radioldgicos, a pesar de los drengjes y una exudacion y acumulo de liquido
secundarios en e espacio pleurd. Aunque este hecho no supone un problema serio por si
mismo ya que con € tiempo € liquido tiende a reabsorberse, si podria convertirse en una
grave complicacion s seinfecta™®.

La supuesta compresion del pulmon trasplantado por € pulmoén nativo en los casos
de TP unipulmonar por enfisema, se da con menos frecuencia de lo que en principio se
podria esperar. En ocasiones, cuando se objetivan bullas gigantes con crecimiento
progresivo, es preciso resecarlas.

El derrame pleura seroso y recurrente es frecuente después del TP, La
disrupcion de los linfaticos pulmonares y € aumento de la permeabilidad capilar se han
propuesto como factores que contribuyen a su gparicion. Durante los primeros 10 dias €
débito va disminuyendo, mostrando una disminucion del contenido en proteinas y una
elevacion deloslinfocitos en e mismo. El tratamiento consiste en @ mantenimiento inicial
de los drengjes pleurales hasta objetivar 1a ausencia de débito. Las colecciones liquidas
pleurales de aparicion tardia se deben tratar con drengje pleural y se ha de pensar sempre
en lamanifestacion inicial de un RA, sobretodo s d liquido es un exudado.
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Lahemorragia postoperatoria contribuy6 de formaimportante ala morbimortalidad
en los primeros TP'%", En la actudidad, cuando requiere reexploracion de la cavidad
torécica, continlia siendo una causaimportante de mortalidad precoz™™”.

La persistencia de sangrado por los drenges pleurales genera problemas
hemodinamicos, restriccion respiratoria en caso de acumulo pleural y aumento de los
requerimientos de liquidos y transfusiones, contribuyendo a la disfuncion postoperatoria
precoz del injerto!™. Entre los factores que pueden predisponer a sangrado destacan la
existencia de paguipleuritis extensa 'y € empleo de CEC. Esta Ultima se asocia con la
aparicion de disfuncion plaguetar y fibrinolisis que favorecen la aparicion de lahemorragia
postoperatoria. EI empleo de aprotinina como hemostéico se ha mostrado eficaz en la
disminucion de las hemorragias postoperatorias, sobre todo en casos en los que se ha
utilizado CEC. El empleo de ésta durante la cirugia debe restringirse en la medida de lo
posible™.

1.6.3.7.2.-Infecciosas

La incidencia del empiema pleural en los pacientes con TP es del 3,6%"%. La
profilaxis antibidtica, lavigilanciaradiol6gicay los cuidados de los drengjes pleurales, con
evacuacion precoz de las colecciones liquidas minimizan esta complicacion. Cuando
aparece, es unainfeccion muy grave con unaimportante mortalidad asociada.

Suele producirse de forma precoz y esta producido por la misma flora microbiana
que contamina la via aérea. En los TP bipulmonares con incision de “clam-shell”, puede
afectar a ambas cavidades pleurales. La presencia de dehiscencias de |la anastomosis
bronquia y e mantenimiento prolongado de los tubos de drengje favorecen su aparicion.
Como en cuaquier otro empiema, € tratamiento consiste en drengje y antibioterapia™®.

1.6.3.8.-Complicaciones neurol gicas

Laparesia o pardisis diafragmética aparece hasta en un 30% de los TP y suele ser
secundaria a la lesién yatrogena del nervio frénico durante la exéresis del pulmén nativo.
La disfuncion diafragmatica provocada por dicha lesion puede retrasar la retirada de la
ventilacion mecanicay la recuperacion del paciente, aunque su repercusion a largo plazo
suele ser limitada.

Algo més frecuente es la lesion del nervio recurrente laringeo durante las
maniobras de diseccion del hilio pulmonar izquierdo, anivel del cayado adrtico. Se traduce
en una pardisis de la cuerda voca izquierda con disfonia, aungue no tiene una repercusion
significativa en lamecanica respiratoria®.
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1.6.3.9.-Complicaciones abdominales

La aparicion de complicaciones abdomindes después del TP constituye una fuente
de morbilidad y mortalidad nada despreciablé™?. Entre ellas se incluyen d ileo
prolongado, laisquemiaintestinal, la colitis, la perforacion de colon y la coldlitiasis.

L as complicaciones abdomina es son responsables de hasta un 22% de las muertes
postrasplante y, en € caso de perforacion de colon, la mortalidad entre los pacientes se
incrementa hasta € 50% a pesar dd tratamiento quirdrgico. Entre los enfermos
trasplantados por FQ, es frecuente la aparicion de cuadros de obstruccion intestind distal,
equivalente a ileo meconia, en € curso postoperatorio inmediato, s se les suspende €
aporte de enzimas pancresticos. Por €lo, aunque no existaingesta oral, deberd mantenerse
la pauta de ingesta de enzimas a la mitad de la dosis habitual, asociando agentes
mucoliticos como la acetilcisteina.

1.6.3.10.-Miopatia

Los pacientes con insuficiencia respiratoria crénica tienen una disfuncion del
metabolismo oxidativo musculo-esquelético que persiste a pesar de la mgjora en la
oxigenacion tras d TP. Existen referencias sobre la aparicion precoz de casos de miopatia
severa postoperatoria. Aungue son multiples los mecanismos que parecen intervenir en su
aparicion, se ha relacionado sobre todo con € empleo cronico y/o a atas dosis de
corticoides. También parecen jugar un importante papel algunos relgjantes musculares.

Aungue en si no es una complicacion seriay suele ser reversible amedio plazo tras
reducir ladosis de esteroides, |a aparicion de miopatia prolongala necesidad de ventilacion
mecanica, demora la recuperacion dd paciente, favorece las infecciones y ocasiona de
formaindirecta unamayor morbilidad y mortalidad™®.

1.6.3.11.-Procesos linfoproliferativos

La tergpia inmunosupresora favorece la aparicion de procesos linfoproliferativos
tras e TP en un rango que oscila entre € 2% y & 9% de los casos. Se ha relacionado
también con @ virus de Epstein-Barr, aunque € papd de éste en la oncogénesis no esta
bien definido, como ya hemos comentado.

El paciente puede presentar desde una proliferacion policlond de linfocitos
lentamente progresiva hasta un proceso proliferativo monoclona de alta malignidad. La
manifestacion inicial puede ser un infiltrado o nddulos en la Rx de torax. Es caracteristico
que este tipo de procesos aparezcan en € primer afo postrasplante. No suelen afectar a
sistema nervioso centra y suelen responder alareduccién de lainmunosupresion.
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La base dd tratamiento la congtituye la reduccién de la inmunosupresion en la
medida de lo posible y, en casos de enfermedad localizada, 1a extirpacion de la masa
tumord. También puede emplearse quimioterapia convenciona y aciclovir. En los casos
de falta de respuesta, la supervivenciaes inferior a6 meses™®.

1.7.-Resultados del TP

Hemos visto que & TP o TCP representan una aternativa terapéutica, una vez que
se han agotado los recursos médicos convencionales y € paciente tiene una esperanza de
vida corta a causa de su enfermedad pulmonar o cardiopulmonar. La finalidad Ultima del
trasplante vadirigidaa conseguir prolongar esa vida con unabuena calidad de lamisma.

Supervivencia y calidad de vida son pues |os dos conceptos claves a evaluar en los
resultados de esta técnica quirargica. El nimero de trasplantes efectuados puede dar una
idea de la actividad y experiencia a canzadas por un determinado grupo, pero nunca debe
ser e pardmetro indicativo de su eficiencia. Ambos conceptos vienen condicionados, por
un lado por € tipo de trasplante realizado, los episodios de rechazo e infeccién y la
repercusion de los mismos, ademas de por las complicaciones generales acaecidas como
consecuencia de lainmunosupresion.

Por otro lado, también esta condicionado por € grado de comprension de la
enfermedad y responsabilidad por parte del paciente, conocedor del riesgo que entrafia €
menosprecio de cualquier sintoma o e abandono de la medicacion inmunosupresora, y, No
menos importante, por su actitud genera y la de su entorno ante su nueva situaciont%.

1.7.1.-Supervivencia

La supervivencia apenas ha variado en los Ultimos afios a pesar delasmgorasen la
preservacion, la técnica quirargica y los cuidados postoperatorios. En EE.UU., con una
tasa de donacién bga y listas de espera de arededor de 2 afios, se tiende a incluir a
pacientes en mejor situacion clinica. Sin embargo en nuestro pais®?, donde e tiempo de
espera es significativamente inferior, se incluye a pacientes en una peor situacion clinica
Esto implica, por un lado una esperanza de vida inferior sin trasplante y por otro, un riesgo
preoperatorio afiadido superior.

El registro internacional de trasplantes publicado por la International Society for
Heart and Lung Transplantation (ISHLT) facilita cada afio la supervivencia global, por
entidades y por tipo de trasplante, considerando diferentes factores de riesgo. Los datos de
este mismo registro permiten valorar la tendencia en € tipo de trasplante y en las
indicaciones.
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1.7.1.1.-Trasplante cardiopulmonar

El nimero de TCP alcanz6 un pico en 1989 para luego decrecer, siendo las
indicaciones mas comunes para su realizacion la HTP, la enfermedad cardiaca congénitay
laFQ. La supervivencia actual es de alrededor del 60% a afio y del 21% alos 11 afios del
trasplante. Hay que tener en cuenta que estos datos se obtienen fusionando los de
diferentes grupos de trasplante a nivel mundia. El andiss multifactoria indica como
principales factores de riesgo la ventilacion mecanica previa, la experiencia del centro
trasplantador y edad del donante.

El rechazo inespecifico de injerto, la infeccion y los factores
técnicos’hemorragicos, son los principales factores de riesgo en € periodo postoperatorio
inmediato. La infeccion lo es en € periodo postoperatorio medio y éstay la BO en d
tardio. Lavasculopatiadel injerto cardiaco se presenta en unaminoria de casos®©.

1.7.1.2.-Trasplante pulmonar

Lasupervivenciagloba del TP considerada desde € afio 1991 es aproximadamente
de un 70% d afio, 54% alos 3 afios y de un 42% alos 5 afios™?. Se ha descrito una mayor
supervivencia tardia para @ trasplante bipulmonar en algunas series, no observandose
diferencias de supervivenciaen otras.

La escasez de donantes es un factor limitante en casi todos los paises y condiciona
el tipo de trasplante aredlizar, a margen de la propiaindicacion clinica. Esto hace que en
nuestro pais, donde esto no es todavia un problema acuciante, la inclinacién sea hacia la
realizacion de un TP bipulmonar, sempre y cuando € mismo no suponga un factor de
riesgo perioperatorio afiadido.

La supervivencia tras un retrasplante es mucho més baja, con unas cifras de un
45%, 37% y 31% d afio, 2 afios 'y 3 afios respectivamente. Habria que considerar aqui las
indicaciones, € riesgo preoperatorio asumido y la stuacion critica de los pacientes
sometidos a mismo.

El andlisis multifactorial de los diferentes factores de riesgo de mortalidad
andlizados, permite concluir que la ventilacion mecanica previa, € retrasplante, la
enfermedad cardiaca congénita, la HTP y la edad superior a 55 afios, tanto ddl receptor
como del donante, son los principales factores que condicionan la supervivencia durante €
primer afio™'?.

La cuestion que se puede plantear es s, a pesar de los esperanzadores resultados
obtenidos, se ha conseguido modificar la curva de supervivencia con respecto a aquellos
pacientes que no han recibido un TP. Esta cuestion es muy relevante en la EPOC.
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Existen varios trabgjos, y e andlisis efectuado por Geertsman'Y es quizés, & més
objetivo a utilizar como grupo control a pacientes en lista de espera de TP. Considerando
que durante € tiempo que permanecen en la misma se benefician de su inclusion en
programas de tratamiento preoperatorio, optimizando € mismo, lo cuad meora su
condicion fisica y nutricional. Este autor compar6 a dicho grupo con pacientes que
presentaban idéntica enfermedad y situacion clinica, en quienes se habia desestimado €
trasplante. Asi durante los afios 1990-1995 se analizaron laedad, la espirometriala PCO, y
PO, y @ diagndstico, de un total de 157 pacientes en lista, de los cudes d find se
trasplantaron 76. La supervivencia a 1 y 2 afos en lisa fue de 78% y 58%
respectivamente. Tras € trasplante, la supervivencia fue del 79% y 64% en € mismo
periodo. La reduccion del riesgo de muerte, calculada mediante un andisis multivariante
con regresion de Cox, fue del 55%, y en particular para pacientes con enfisema fue de
T77%.

La experienciadd centro trasplantador, con una obligada curva de aprendizaje, es
otro factor a considerar. Resulta imprescindible la extubacion precoz, la reanudacion
inmediata de la rehabilitacion y de la movilizacion y una nutricién gustada a los
requerimientos postoperatorios, en particular atendiendo a la correccion de la
hipoproteinemia. El seguimiento estrecho del paciente es también un hecho a tener en
cuenta. La adecuada instruccién del paciente, la disponibilidad del personal médico para
una Optima atencion sanitaria, la inmunosupresion controlada minimizando € riesgo de
infeccién, rechazo y/o yatrogenia, secundarios alamisma, resultan imprescindibles™©,

1.7.2.-Calidad de vida

Es fundamenta considerar la calidad de vida. No se disponen de cuestionarios que
permitan evaluar de forma adecuada la calidad de vida tras € trasplante. No obstante,
muchos pacientes prefieren sacrificar la cantidad por la calidad. Un punto atener en cuenta
es el impacto que sobre € entorno sociofamiliar supone pasar de la atencion durante afios a
un enfermo limitado por la disnea, a una persona en la que de repente desaparece dicha
limitacion. Este hecho puede ser causaincluso de conflictos de relacion.

Lalimitacion fisica paralas actividades habituaesy e desempefio de una actividad
laboral son parametros indicativos de calidad de vida. Un 80% de los receptores de TP no
muestran limitaciones en su actividad diaria a afio de efectuarse € trasplante, @ 14%
realizan sus tareas cotidianas con algo de ayuda y sdlo & 4% las efectian con tota
dependencid®. Sin embargo, e porcentgje de pacientes que redizan una vida laboral
activa es bgjo. En este sentido habria que matizar los motivos, puesto que, en muchos
casos, se debe, bien a que se perpetla la situacion de bagja labora previa derivada de la
propia enfermedad o bien a la dificultad real que supone & desempefio de un trabgo que
no permite un cambio a un puesto con un horario y un ritmo flexibles 0 un cambio de
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actividad. Por otro lado, los nifios que consiguen volver a la escuela después del TP
presentan un rendimiento menor que € de sus companeros.

Lafrecuencia obligada en |os controles médicos, |as hospitalizaciones repetidas, asi
como la aparicién de complicaciones, dteran la calidad de vida de los pacientes. Un 45%
no requieren hospitalizacion durante € primer afio y un 24% y 17% son hospitalizados por
infeccion o infeccion con rechazo respectivamente. Ademés de las mencionadas, las
complicaciones mas frecuentes al afo y alos tres afios son la hipertension arteria de causa
rena (45% y 62%), disfuncion rend (20% y 22%), hiperlipidemia (8% y 16%), diabetes
(15% y 13%) y neoplasias, (5% y 3%) sobre todo linfomas'**2.

La evolucion funcional después del TP uni o hilateral es buena, sendo megor en
estos ultimos. Megoran mucho los parametros ventilatorios entre los 3 y 6 meses
postrasplante, tiempo en & que desaparecen las restricciones inherentes a procedimiento
como son € dolor, las ateraciones mecanicas de la pared torécica o la disfuncion de los
musculos respiratorios. La hipoxemia y la hipercapnia se corrigen. La capacidad de
gercicio mejorade tal forma que los pacientes pueden realizar una vida activanormal ™.
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APLICACION DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO DEL
TRASPLANTE PULMONAR

2.1.-Nuevas estrategias disponibles en genémica

En e afio 2001 se publicd la secuencia completa del genoma humano, y poco
después se complet6 la del ratén y otras especies (™. Estainformacién, constituye una
excelente base para la investigacion de los procesos moleculares relacionados con
multiples procesos patol 6gicos o e mecanismo de accidn de hormonas y farmacos. Sin
embargo, la secuencia del genoma s6lo nos aporta una informacién estructural del
mismo y aln estamos muy lejos de conocer |a anotacién funciona de la mayor parte de
los genes. Para intentar |lenar este vacio, se ha desarrollado répidamente la gendmica
funciona y en la actualidad disponemos de técnicas que permiten explorar a gran escala
y con rapidez las funciones del genoma de multiples especies.

En la actuaidad, se dispone de diversas técnicas de dta capacidad
(“omicas’) para explorar las funciones de los genes como son: microarrays de DNA,
chips de SNP, etc., estas técnicas se usan para estudiar las interacciones proteina-
proteina o proteina-ADN. Este tipo de investigacion difiere en gran parte de la las
estrategias clasicas seguidas hasta ahora en investigacion basica donde la hipétesis de
partida era generalmente una pregunta sencilla ™. Actualmente, cuando se plantea un
estudio de miles de genes o proteinas, es dificil predecir e resultado final. Sin embargo,
gracias a las técnicas de ato rendimiento, se han podido construir mapas o redes que
describen con mayor precision un proceso bioldgico ™. Por otra parte basados en
técnicas de alto rendimiento se tornan cada dia mas complgos, debido a la elevada
cantidad de datos que generan, hoy dia ya se habla de la biologia de los sistemas
(System Biology) como un nuevo campo de investigacion que combina la biologia con
las matematicas, la estadistica y la informéatica, esta es una combinacion perfecta para
controlar, disefiar y en analizar con precision este tipo de investigaciones.

2.2.-Regulacion de la expresion génica

Todas las cdlulas del organismo poseen la misma informacion genética, pero es
la expresion de determinado nimero de genes lo que define a los distintos tipos
celulares. Esta expresion diferencia determina la producciéon y la activacion de
determinadas proteinas en respuesta por g emplo, a los procesos de desarrollo celular e
influencia ambiental. Algunos genes se expresan en niveles constantes en muchos tipos
celulares, mientras que otros solo se expresan en determinadas células o en respuesta a
determinados estimul os.
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Los genes codifican proteinas, y son estas las que llevan a cabo las distintas
funciones en la célula determinando sus propiedades. La produccion de proteinas a
partir de lainformacion genética esta regulada a distintos niveles (fig. 10).

El primer nivel hace referencialaintegridad fisicadel ADN, que como es sabido
se encuentra fuertemente empaguetado en la cromatinag, la cual controla e grado a que
pueden actuar los reguladores de la transcripcion y la maquinaria de RNA polimerasa
sobre determinados genes.

El inicio de la transcripcion esta estrictamente controlado por la presencia de co-
reguladores y cofactores. EI ARN producido es sometido a distintos procesos de
maduracion que afectara a sus propiedades. La funcionalidad del ARN mensgjero
(ARNmM) depende del transporte desde €l nucleo a citosol, de la estabilidad y ratio de
degradacion, y de la eficiencia translacional del transcrito. Y por dltimo, la funcién y
estabilidad de las proteinas producidas esta regulada por modificaciones
postraslacionales, por su localizacion y por su interaccion con otras proteinas o
ligandos. Lo idea seria estudiar todos estos procesos dinamicos del genoma y las
proteinas de manera conjunta, pero hasta ahora las técnicas de ata resoluciéon sblo
permiten mediciones estacionarias ©.

El inicio de la transcripcion esta regulado por una gran variedad de factores de
transcripcion. Algunos elementos en el inicio de la transcripcion génica son comunes a
muchas células, como lo son los factores de transcripcion generales o la maquinaria de
laARN polimerasa. En Ultimainstancia, la cantidad de un ARN especifico en unacélula
depende por tanto de la disponibilidad de todos estos factores.

La ARN polimerasa interacciona con la region promotora de un gen para €
inicio de la transcripcion. Cada factor es capaz de reconocer una region especifica en €l
ADN " pyede ocurrir que determinados nucledtidos presentes en la region promotora
condicionen una interaccién mas o menos intensa. El mecanismo genera se resume de
esta manera. El factor de transcripcion IID se una a la cgaTATA, localizada en la
region promotora. Se recluta a resto de la maquinaria ARN polimerasa y se inicia la
transcripcion. Estos factores controlan las proteinas y los ARNm que van a ser
producidas en unacélula, dandole asf especificidad a sistema™®.

Digtintos tipos de células pueden tener el mismo tipo de factores, pero es la
diferencia en la concentracién de éstos y las distintas combinaciones entre ellos lo que
permite la activacion o la inhibicion de determinados genes en un momento dado. Asi,
dependiendo del lugar del DNA al que se unan los factores de transcripcion en relacion
con el punto deinicio de lamisma, y en qué combinacion, se puede mediar la activacion
o lainhibicion de determinados genes especificos. Incluso factores que no se han unido
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al ADN pueden influir sobre este proceso pudiéndose unir a otros que si se encuentran

interaccionando con el material genético ™.
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Fig. 10. Expresion génica en células eucariotas

2.3.-Estudios de expresiéon génica usando DNA Microarrays

En e afo 1995 se publico € primer articulo que usaba la tecnologia llamada
microarrays o biochips de ADN para el estudio de la expresion génica 9. Estatécnica
revolucionaria permitié la medicion de la expresion de miles de genes en un Unico
experimento. Gracias a esta tecnologia en poco tiempo se aumentaron |os conoci mientos
en muchos campos, se describié exhaustivamente el ciclo celular de la levadura o la
respuesta de los fibroblastos humanos a suero™V. La técnica ha evolucionado desde
entonces, y su uso se ha extendido notablemente, pero €l principio y la esencia inicia
permanecen. Basicamente, existen dos formas diferentes de medir expresion de genes
mediante microarrays: 1) los ensayos de un canal 6 2) ensayos de doble canal ?2.
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en cada ensayo. Tras lavar Fig. 11. Proceso de realizacion de un experimento con microarrays de ADN
se mide la cantidad de ARN unido a cada oligonuclettido. Por otra parte, los chips de
doble cana estén congtituidos por muestras de ADN en forma de oligonucleétidos o
bien productos de PCR, que son transferidos a un soporte de vidrio de superficie
guimicamente modificada de tal forma que cada punto sobre € cristal contiene ADN de
un unico gen.

El proceso se puede describir resumidamente de |a siguiente manera: 1) se extrae
el ARN de dos muestras que se deseen comparar, por €. tgidos tratados y no tratados,
2) se marca con dos fluorocromos distintos, uno para cada muestra. Este marcaje se
realiza en e proceso de produccion de ADNc a partir de cada ARNm , 3) se combinan
las muestras marcadas y sea realiza una hibridacién conjunta de ambas muestras sobre
un mismo chip 'y 4) por ultimo, e chip selavay se lee haciendo uso de un escaner | aser
que excita a cada fluorocromo por separado y registra la sefial producida para cada uno
de ellos sobre cada uno de los puntos del chip. El nivel de sefial dado es proporcional a
nivel de expresion de un determinado gen contenido en e chip. Se determinara el nivel
de expresion para un gen concreto calculando € ratio existente entre ambos
fluorocromos para cada punto. De esta manera se puede saber de manera cuantitativa
como influye un tratamiento o condicién experimental concreta sobre la expresion
particular de los genes contenidos en el chip.

La principa aplicacion que se le hadado y se le sigue dando a la tecnologia de
microarrays de ADN es la de estudios de expresion génica y se ha convertido en una de
las técnicas méas comunes cuando se quieren abordar estudios de alto rendimiento a
escala genémica. No obstante, también puede ser empleada para estudios a gran escala
de expresion de proteinas, metilacion del ADN, splicing aternativos, polimorfismos o
factores de transcripcion 2%, Su uso ha quedado claramente reflejado en el nimero de
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publicaciones que presentan la palabra microarrays como clave, o en su titulo, o en su
resumen las cuales han crecido exponencialmente desde 1995. En cuaquier caso
conviene puntualizar que el andisis de los niveles de expresién génica de una célula no
permite €l entendimiento de los procesos propios de €ella, ya que no es e ARN la
molécula efectora de los procesos celulares, sino las proteinas. Algunos estudios han
demostrado que la cantidad de ARN es proporciona a de las proteinas para las que
codifica **, mientras que otros demuestran lo contrario. Se ha observado incluso que
los datos referidos a expresion génica no pueden correlacionarse con los datos
relacionados con la interaccion entre proteinas. En resumen, la medicion de los niveles
de expresion génicos solo nos permite describir e estado de una célula bajo una
determinada condicién y en un momento dado. Por Ultimo debemos ser consientes sobre
algunas limitaciones que deben tenerse en consideracion cuando se usan los microarrays
Por gemplo: 1) agunas informaciones especificas solo pueden desvelarse por otros
métodos como la inmunohistoquimica que dan resultados mas precisos de manera
individual gen por gen ; 2) el disefio del estudio y procesamiento de la muestra deben de
ser muy bien controlados ya que la variabilidad en su extraccién o recoleccion podrian
afectar o artefactar € resultado; 3) una mala técnica en la elaboracion del marcaje
podriainterferir en lalectura por lafalta de una adecuada identificacién o algin defecto
en la coloracion dar una lectura errénea del microarrays 6 4) esta tecnologia es casi
exclusiva de universidades o centros de investigacion debido a alto costo que tiene

ademas de necesitar, de complejos paquetes de bioinformatica para €l andlisis de datos
(126)

2.4.-Evolucion del analisis de datos obtenidos de los microarrays

El principio sobre €l que radica esta técnica permanece invariable desde el
inicio. No obstante a lo largo del tiempo se ha ido optimizando con € objetivo de
mejorar los resultados por gjemplo los chips fabricados con productos de PCR (ADN)
se han ido desplazando por € de oligonucledtidos. EI motivo de este cambio es la
especificidad de los segundos frente a los primeros ‘2. A su mayor especificidad hay
gue unir gue los oligonucledtidos pueden ser disefiados para genes especificos o incluso
para variantes de un determinado gen. La técnica destinada a imprimir los puntos sobre
el chip también ha meorado con los afios; pasando del uso de portaobjetos al de
cristales de superficie modificada quimicamente, 1o que ha permitido aumentar |la sefial
de los chips y disminuir € ruido de fondo. Aun con todo esto, las principales mejoras
realizadas conciernen a andlisis bioinformatico o estadistico de los datos. Para llo, se
han desarrollado potentes programas bioinforméticos que ayudan a analizar e interpretar
la enorme cantidad de datos generados. En la actualidad estén en desarrollo programas
de inteligencia artificial que sean capaces de orientar en un sentido biol6gico o en otro
los datos obtenidos ?®).
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En € primer articulo publicado que hacia uso de biochips, € andisis de los
mismos era bastante sencillo “%. Por ejemplo, se asumia que la mayoria de los genes
medidos no deberian cambiar entre las dos situaciones experimentales comparadas.
Seguin este principio, la sefial de fluorescencia procedente de los dos fluorocromos se
normalizaba de la misma manera mediante un factor de correccion comin y se
determinaba que un gen estaba diferencialmente expresado si e cociente entre los
valores de ambos fluorocromos estaba por encima de un punto de corte de dos. En aquel
momento no se aplicaba ningun tipo de algoritmo para corregir y normalizar los valores,
ni suficientes replicados. Tampoco se realizaban controles de calidad ni hibridaciones
invertidas (dye swap) para corregir la eficiencia del marcaje. Finalmente, los datos se
presentaban en unalista mas o menos burda donde aparecian los genes diferencialmente
expresados y no se incluian estudios complementarios a la mera medicion génica. Cada
laboratorio podia usar la estrategia de andlisis que quisiera, y en muchas ocasiones las
bases de datos generadas no estaban disponibles ptiblicamente . En la actualidad, se
sigue asumiendo que la mayoria de los genes medidos en un chip no cambian, pero €
proceso de andlisis es diferente. Para poder publicar |os datos referidos a microarrays se
han de enviar las bases de datos completos, con una buena descripcién. El desarrollo
experimental ha de ser un punto importante y se exigen un nimero minimo de
replicados (minimo 3 por grupo experimental) **V. Debido a que hoy se conoce que €l
comportamiento de los fluorocromos es distinto y que dan fluorescencias diferentes se
usan criterios de normalizacién basados en algoritmos *?, y es muy habitual realizar en
los replicados hibridaciones invertidas para corregir estos errores de eficiencia de
marcgje. También de potentes agoritmos para determinar qué genes estan
significativamente regulados y para corregir los valores de P en relacion al nimero total
de genes interrogados.

Sin duda, e mayor avance se ha realizado en los programas destinados al
andisis e interpretacion de datos. Existen pagquetes de aplicaciones informaticas en €l
mercado o bien de distribucion libre para el visualizado y andlisis de chips. Por dltimo,
deben ser complementados con estudios de interpretacion de los datos que sean capaces
de darle una orientacion biol 6gica o mecanisticas mas precisas alos resultados.

2.5.-Laidentificacion de los genes diferencialmente regulados

Un objetivo central en los experimentos de chips es determinar €l conjunto de
genes que estén diferencialmente expresados entre las condiciones experimentales que
se comparan. En nuestro caso, € tgido pulmonar trasplantado (rechazo crénico) en
comparacion con tegjido pulmonar intacto. Esto no siempre es un camino féacil,
considerando € gran nimero de genes que estan siendo evaluados y las variaciones
bioldgicas y técnicas en sus medidas de expresion. Una aproximacion o seleccion
basada en € “fold-change” de un vaor arbitrario, todavia usada en muchos estudios,
adolece de no proporcionar ningun intervalo de confianza para los genes seleccionados.
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Esto resultara en la seleccion de falsos positivos, con muchos genes que realmente no
han sufrido cambios reales en |os niveles de expresion y que Son mas propensos a verse
afectados por el ruido de las mediciones y otros artefactos **¥. Afortunadamente, hoy
en dia disponemos de tests estadisticos que permiten corregir dicho problemay analizan
correctamente los datos de |os microarrays.

Debido a costo relativamente elevado de los microarrays, € numero de
replicados es normamente pequefio, especiamente cuando se comparan con €l gran
nimero de genes testados o interrogados. Esto supone un problema significativo para e
andlisis estadistico, como es € hecho de que sbélo hay disponible un nimero limitado de
medidas para estimar la varianza individua de cada gen™®. En la actualidad
disponemos de métodos estadisticos que han sido desarrollados para €l andlisis de datos
de microarrays teniendo en cuenta los aspectos citados y que combinan € andlisis de la
varianza especifica de cada gene con la global de todos los genes. Este incremento en la
sensibilidad y especificidad para detectar los cambios de expresion ha afiadido una
ventgja esencial sobre los métodos convencionales como e T test estandar, € cual
resulta totalmente inapropiado para determinar correctamente la expresion diferencial
de genes en un estudio de microarrays. Para poder realizar una estadistica, se necesita
analizar un nimero minimo de medidas replicadas. Debe hacerse una distincion
importante entre las medidas de microarrays obtenidas de los replicados técnicos y de
los biol6gicos. La expresion de muchos genes, particularmente agquellos involucrados en
respuestas a estrés, son muy sensibles a pequefias diferencias en € tratamiento o las
condiciones de crecimiento celular. Por lo tanto, medidas repetidas sobre una unica
muestra biolégica son mucho menos significativas que medidas repetidas sobre
diferentes replicados bioldgicos. Cuando se desean encontrar diferencias de expresion,
se debe prestar especial atencién a nimero de replicados biol 6gicos.

Otro aspecto relevante tiene que ver con € elevado nimero de genes (miles)
gue en un experimento de microarrays se analizan simultdneamente, los niveles de
significacion estandares no son los apropiados para establecer unos limites de confianza
adecuados. Cuando se considera un experimento con 27000 genes, COMO €S nuestro
caso, e incluso aplicando un nivel relativamente conservador de P = 0.01 para cada gen,
resultaria en 270 genes regulados significativamente. Esto ocurririaincluso si el nimero
de verdaderos positivos fuera realmente mucho més bago. Para corregir esto es
importante que los valores de P se gjusten con un test de “mdltiples pruebas de
correccion” (MTC; multiple-testing correction). El MTC gjusta el valor de P de cada
gen por € nimero de tests que se hayan realizado, es decir, por € nimero total de
sondas interrogadas en el chip. El inconveniente de estos métodos de correccion es que
tienden a ser bastante conservadores y pueden reducir e poder para reconocer
resultados significativos. Por lo tanto, en los experimentos con chips donde se esperan
multiples cambios de expresion de genes, es, frecuentemente, justificable aceptar un
pequefio nimero de falsos positivos para beneficiar € incremento del poder estadistico
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y muchos estudios asumen €l control de la proporcion de falsos positivos o FDR (False
Discovery Rate), estableciendo un nivel de corte del 5-10% 39,

Otros andlisis de datos mas sofisticados se basan en agrupamiento de genes.
Basicamente, se pueden clasificar en métodos de agrupamiento sin supervision o
supervisados. Los métodos no supervisados se usan para visuaizar y agrupar genes
segun su patron de expresion a lo largo de la serie experimental sin usar un
conocimiento preestablecido sobre ellos. Por e contrario, los agrupamientos
supervisados permiten agrupar los genes en relacion a conocimiento previo de su
funcion. Los agrupamientos génicos pueden hacerse en funcion de otros criterios. Por
gemplo, se pueden analizar los promotores de los genes regulados para determinar
lugares de union para los factores de transcripcion de dichos genes. Con este
conocimiento, es posible crear redes que interconecten unos genes con otros, etcétera.
L as posibilidades quedan limitadas segun el poder estadistico de los andlisis realizados,
la calidad de los datos obtenidos, la posibilidad de disponer del programa informatico
adecuado y de laimaginacion (o pregunta) del investigador.

Una estrategia interesante de andlisis es @ agrupamiento no supervisado para
identificar grupos de genes co-regulados. La hipétesis detras de este abordaje es que
deben de existir mecanismos comunes que provocan una co-regulacion de un
determinado grupo de genes, sobre todo s estos genes se comportan de manera similar
en distintas situaciones bioldgicas. La explicacion molecular para esto es que deben de
existir uno o mas factores de transcripcion que se unan a las regiones promotoras de
esos genes. Estos factores pueden ser identificados estudiando las secuencias
promotoras paralos lugares de union. Las vias de sefializacion que llevan ala activacion
de la transcripcién para determinados genes puede ser descubiertas si identificamos los
factores de transcripcion involucrados. Esta forma de plantear los experimentos es
inversa a la utilizada clésicamente en e estudio de los mecanismos de sefidizacion
celular, pero es perfectamente valida como ha quedado demostrado en estudios sobre
levaduras ™. Otra aplicacion muy Gtil de esta tecnologia, es usarla para clasificar
muestras o situaciones biologicas. Por ggemplo, para clasificar alos tumores en distintos
subgrupos. Por supuesto, e uso de chips para redizar clasificaciones puede ser
empleado en otro tipo de investigaciones, como por g emplo para conocer las acciones
bioguimicas de distintos farmacos %

2.6.-Anotacion funcional (Gene Ontology —GO-) de los genes regulados

En la actualidad, existe un consorcio internacional para establecer la Ontologia
de los Genes (GO; Gene Ontology). El objetivo del Proyecto GO es proporcionar un
vocabulario comiin para nombrar a los genes y a las proteinas 2 y ayudar a los
investigadores a agruparlos segin su funcién. La anotacion de los genes no es un
proceso es sencillo, ya que muchos participan en muchas vias y lo que es més

)



importante, més de la mitad del genoma humano o de ratén no tiene aun una funcién
conocida. Aun asi, la anotacion funciona de agunos genes permite conocer mejor la
funcionalidad de otros asi como la posible identificacion de las funciones de nuevos
genes 9. Esta podria conseguirse, mediante la extraccion de los datos disponibles en
la literatura o en bases de datos publicas como es e ENSEMBL (www.ensembl.org).
Pero esta labor podria convertirse en un trabajo interminable cuando tenemos que
anotar cientos o miles de genes. Lo mas habitual es usar |os criterios de clasificacion del
proyecto GO. Este proyecto GO facilita un vocabulario estructurado y controlado que
puede ser usado para describir sisteméticamente | as propiedades de los productos de los
genes. GO intenta evitar las confusiones que puedan emerger cuando se usan términos
diferentes para describir caracteristicas similares (p.g., poro o canal) y corrige posibles
sesgos cuando los investigadores se concentran en solo unas caracteristicas particulares
comunes a los genes de interés sin tener en cuenta la frecuencia con la cual esta
caracteristica esta representada en el resto del genoma. La estructura del proyecto GO se
fundamenta en tres ontologias que clasifican a los genes de acuerdo a 1) procesos
biologicos, 2) componentes celulares y 3) funciones moleculares. Este lenguge o
clasificacion nos permite asignar o identificar una funcion potencial en una lista de
genes. Obviamente, la asignacion correcta a un determinado término GO debe
acompanarse por un valor P que nos indica la probabilidad de encontrar a azar genes de
esa clase particular en unalista determinada. Por otra parte, los valores de P asignados a
las categorias GO deben interpretarse con precaucion cuando se asocian a un pequefio
nimero de genes (p.g, n<b5). Es decir, la inclusién de un solo gen anotado para un
término GO raro resultara en que ese término sea descrito con una elevada significacion
estadistica, y puede incluso sacar del rango a otros términos GO comunes que estén
presentes en una frecuencia mucho més elevada en la lista de genes de interés. Para
controlar este problema, las P reportadas deben ser gjustadas a favor de los términos GO
gue estén apoyados en un mayor nimero de genes (6, 7).

Otra dificultad afiadida es el gjustar los valores P para |os cientos de categorias
GO que son interrogadas, es decir calcular los FDR &), En esta Tesis se ha utilizado
diferentes herramientas bioinformaticas como DAVID, que estiman los FDR para cada
categoria GO aportando unos valores de P més redistas. Sin embargo, a pesar de la
potencia estadistica de estos andlisis, las anotaciones funcionales de los genes y
consecuentemente sus clasificaciones GO son, en la actualidad, incompletas. Esto
significa que habra un “sesgo” inevitable hacialos mecanismos mejor estudiados. Por €
contrario, la no asignacion de GO significativas nunca debe tenerse en cuenta como una
ausencia de relevancia bioldgica, y si como una excelente oportunidad para descubrir
funciones biol dgi cas novedosas .
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2.7.-PCR y PCR cuantitativa en tiempo real

Gracias a la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) se puede obtener un
nimero muy alto de copias de ADN partiendo de un fragmento determinado del mismo
(137 Basicamente, consiste en someter a ADN a un ciclo de temperaturas siguiéndose
estos pasos. (i) desnaturalizacion, (ii) alineamiento de los cebadoresy (ii) extension.

Una evolucién importante de esta tecnologia ha sido € desarrollo de la PCR
cuantitativa a tiempo rea (RT-PCR). La RT-PCR sigue € principio de la PCR
convencional, pero con una serie de ventgjas. lguamente se necesita un ADN (CADN),
una polimerasa, unos cebadores y unos fluorocromos 9. Debido a que cada nuevo
fragmento sintetizado Ileva incorporado fluorocromos, es posible saber exactamente y
en cada ciclo la cantidad de moléculas sintetizadas, que sera proporciona a la sefial de
fluorescencia emitida. La cinética de la reaccion de amplificacion es por tanto conocida
y registrada. Un algoritmo especifico convierte la sefial luminosa en un nimero que es
usado por nosotros para saber cuanto se esta generado en un determinado pocillo y en
un determinado momento ““?. Los sistemas de deteccién por fluorescencia empleados
en esta técnica son de dos tipos, agentes intercalantes (SYBR Green) y sondas
especificamente disefiadas que tienen incorporados los fluorocromos (Tagman). En esta
Tesis Doctora se ha hecho uso del primero de los sistemas. Esta técnica es muy rapida
y fiable, y permite hacer estudios de expresion génica con facilidad, especificidad y
elevada sensibilidad ) 142,
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Justificacion




El trasplante de Organos y tegjidos ha llegado a revolucionar la Medicina,
incorporandose a la rutina terapéutica de un nimero cada vez mayor de centros en casi
todos los paises desarrollados. Esto ha sido posible gracias a una selecciéon de los
receptores cada vez mas rigurosa, a una mejor técnica quirdrgica y anestésica, a la
mejora de los cuidados postoperatorios y a desarrollo de la inmunologia y de la
farmacologia en el campo de los inmunosupresores y |os antimicrobianos.

El TP es una opcion terapéutica aplicable en el estadio final de la patologia
pulmonar no maligna, que incluye afecciones de la via aérea, del parénquima pulmonar
y la circulacion pulmonar. Representa una alternativa terapéutica, incuestionable para
prolongar la vida con la mejor calidad posible, una vez que se han agotado los recursos
médicos convencionales y € paciente tiene una esperanza de vida corta a causa de su
enfermedad de base. La finalidad ultimadel TP es conseguir prolongar esa vida con una
buena calidad de la misma.

Desde la década de los 80 se han realizado mas de 21.000 TP (uni o
bipulmonares), con un incremento progresivo de la supervivencia gracias a las mejoras
ya comentadas, la optimizacion del tratamiento, la recuperacion e inclusion de pacientes
inicialmente desestimados o0 una disminucion de las complicaciones postoperatorias. Sin
embargo, la prevalencia de esta supervivencia ha sufrido un estancamiento.

Aungue la mayoria de los pacientes trasplantados experimentan una mejora
considerable de su calidad de vida, la supervivencia actual global ronda solo € 53% a
los 5 afos. Esto se debe en gran parte a que, a pesar de los multiples trabgos
experimentales desarrollados sobre las complicaciones del TP, éstos han tenido escasa
repercusion en la préctica clinica, de forma que la incidencia del rechazo apenas se ha
modificado en los 10 Ultimos afios. En concreto, e RC continda siendo € talon de
Aquiles del TP y la supervivencia a largo plazo para los receptores de un TP sigue
siendo baja en comparacion con la de otros 6rganos solidos.

Estas evidencias clinicas demandan un esfuerzo en la investigacion experimental
basica. En concreto, un esfuerzo dirigido al conocimiento de los genes y mecanismos
moleculares involucrados en el RC. Con este deseo se ha desarrollado la presente Tesis.
Este conocimiento podria ayudar a entender |a fisiopatologia del RC y sentar una base
més solida para identificar dianas moleculares que permitan desarrollar estrategias
terapéuticas especificas y que, en Ultima instancia, ayuden a mejorar la esperanza de
vidade los pacientes sometidosa TP.
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Objetivos



| -“Realizar € analisis histopatologico de los cambios asociados con €

rechazo cronico en e modelo de trasplante pulmonar experimental en
ratas’ .

[1.-“ldentificar, mediante microarrays de ADN, todos los cambios en
expresion de genes asociados con € rechazo cronico en e pulmon
trasplantado” .

I11.-“Realizar la clasificacion funcional de los cambios de expresion génica
como estrategia para identificar 1os mecanismos moleculares asociados

con € rechazo crénico en € pulmon trasplantado”.

Iv.-“ Cuantificar la expresién génica, mediante PCR en tiempo real, de
algunos genes asociados con € rechazo crénico en e pulmén
trasplantado” .
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MATERIAL

1.1.-Animales de experimentacion

Para € desarrollo del modelo de trasplante pulmonar, se han utilizado ratas
(Rattus norvegicus) de la cepa Sprague-Dawley (SD) de 42 generacion, machos, de 5
meses de edad y pesos que han oscilado entre los 300 y 320 gr. Esta generacion de
animales se ha obtenido en € bioterio de la Unidad de Investigacion (Hospital
Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin) a partir de una colonia de reproductores (12
generacion) procedente del Centro de produccion Animal de Harlan Interfauna Ibérica
SL (Barcelona, Esparia).

Fig. 12: Rata Sprague-Dawley

Los animales han sido destetados a los 21 dias de edad y se han ubicado en
jaulas de Makrolén 111 de 20 x 35 x 55 cm (Allentown Inc., Panlab S.L., Barcelona,
Esparia) con 4 animales por jaula El ciclo de luz ha sido de 12h/12h (luz/oscuridad),
con unaintensidad de 270 lux. Se ha mantenido una temperatura ambiental de 21+1° C,
una humedad relativa de 50+5 % y un sistema de ventilacion de 15-20 renovaciones/h.
Han sido aimentados ad libitum con una dieta comercia de mantenimiento en pellets
con la siguiente composicion: 15% proteina bruta, 4% grasa bruta, 4% celulosa bruta,
5% cenizas brutas, 12 mg/Kg CuO, 15000 Ul/kg Vitamina A, 1500 Ul/kg Vitamina D3
y 80mg/kg Vitamina E (R.02-E Standard Diet, Prolabor, Espaia). El agua de bebida
también se ha administrado ad libitum y se ha purificado por un sistema de 6smosis
inversa (Edstrom Industries, Waterford, WI, USA). La monitorizacién microbioldgica
de rutina, de acuerdo a las recomendaciones de la Federacion de Asociaciones Europea
de Animales de Laboratorio (Federation of European Laboratory Animal Associations,
FELASA), no ha revelado presencia de patégenos en ratas durante el periodo del
estudio experimental.
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Siguiendo las recomendaciones de FELASA, se ha supervisado en todo
momento la conducta, €l estrés y el bienestar de los animales. De este modo se han
valorado signos fisioldgicos oculares (hematoporfirinay hundimiento del globo ocular),
respiratorios (estornudo, flujo nasal y frecuencia respiratoria), aspecto externo
(piloereccion, lordosis, deshidratacion y pérdida de peso) y signos de actividad anormal
(somnolencia, anorexia, automutilacion y vocalizaciéon).

Los protocolos quirdrgicos, terapéuticos, de manejo y eutanasia en los animales,
se han gjustado en todo momento a las exigencias y recomendaciones internacionales y
nacionaes. Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, Directiva del Consgo
Europeo 86/609, Real Decreto Espafiol 1201/2005 y la Ley 32/20074%

1.2.-Salas, equiposy material inventariable

Quiréfano, sala de pre y
postoperatorio y laboratorio de la
Unidad de Investigacion del Hospital
Universitario Dr. Negrin. Ventilador
Servo-900C®  (Siemnens, Suecia).
Microscopio Zeiss OPMI® 9-12,5x
(West, Alemania). Nevera de 4 °C. [
Congelador Revco de -70 °C.

Fig. 13: Microscopio.

1.3.-Material quirdrgico

Pafios quirdrgicos estériles, catéteres de venopuncién n® 14 y 16(Abbocath®,
Abbott, Sligo, Irlanda), cuffs (catéteres de venopuncion cortados en cilindros de 3 mm,
con una base de 1,5 mm y una lenglieta de 1,5 mm), sistemas de sueros, bisturis n® 22,
jeringas de insuling, agujas subcutaneas e intramusculares, tijeras de Metzembaum vy
Mayo, pinzas de Kocher, mosquitos, pinzas de diseccion, pinzas de Adson, pinzas de
microcirugia, tijeras de microcirugia, microclamps vasculares de 3,4 mm (Y asargil®,
Medicom, Alemania), aplicador de microclamps, portaagujas, suturas de Vycril®
(Jonhnson and Jonhnson, Madrid , Espaia) y seda 3/0, ligaduras de Prolene® de 6/0 y
7/0, torundas y gasas estériles.
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Fig. 14:Cuffs

3mm

Posterior
} 1,5mm
} 1,5mm
Lateral

1.4.-Medicacién anestésica y analgésica

Los farmacos que se han empleado en la anestesia de los animales han sido:
lidocaina 1% (Xilonibsa®, Inibsa, Barcelona, Espafia), medetomidina (Domtor®, Pfizer,

Madrid, Esparia), ketamina
(Ketolar 500°, Pfizer, Madrid,
Espafia) y atropina 1% (Atropina”,

Braun, Madrid, Espafia). El efecto |

de la medetomidina se ha revertido
con su antagonista, € atipamezol
(Antisedan®,  Pfizer, Madrid,
Espafia.) Como analgésico
postoperatorio se ha empleado la
buprenorfina (Buprex®, Shering-
Plug. Barcelona. Espaiia).

1.5.-Reactivos

Fig. 15: Medicacion

Para purificar el RNA se usd TRI-Reagent de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO). El bromuro de etidio de Pierce (Rockford, IL). Paralasintesis del cDNA se uso €
kit Script cDNA sintesis (BioRad). Los cebadores fueron fabricados por Thermo
Electron (www.thermo.co). Para realizar las PCRs a tiempo real se usd SYBR Green
(Foster City, CA). Paralos experimentos de microarrays, seusd €l kit Pronto Universal
Hybridization (Promegad). El resto de reactivos procedian de Sigma Chemica Co. (St.

Louis, MO).
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METODO

2.1.-Disefio del estudio

Se disefio un estudio de experimentacion animal con un total de 25 ratas SD. Los
animales se han distribuido en 2 grupos: a) un grupo control (n=5) a que se le extrgo
muestras de pulmon sano y b) un grupo problema (n=20, 10 donantes y 10 receptores)
a que se le rediz6 un trasplante pulmonar unilateral izquierdo con técnica
microquirdrgica de cuffs “*. A ninguno de los animales se les administré
inmunosupresores ni antibioticos postoperatorios para no interferir con los resultados
del estudio.

2.1.1.-Diseio de los microarrays.

Las muestras problema procedian de tres animales trasplantados y sacrificados a
los tres meses del trasplante. El nivel de expresion diferencial en estos pulmones
trasplantados se compard, en tres chips con muestras independientes, usando siempre €
mismo RNA de referencia. Este RNA de referencia se obtuvo de pulmones sanos
procedentes de animales de lamisma edad y sexo.

2.2.-Técnica quirargica
2.2.1.-Extraccion del pulmén donante

El animal donante ha sido sometido a anestesia general con tiopental sodico (60
mg/kg) intraperitoneal (ip.). Una vez anestesiado se ha rasurado la parte anterior del
térax, se ha realizado una intubacion orotraqueal y se ha ventilado a animal con una
presion inspiratoria de 12-14 cmH,0O con una
relacion inspiratoria/espiratoria (I/E) de 1:2,
60 rpm, una fraccion inspirada de oxigeno
(FiO2) de 0.21 y una presion positiva a final
delaespiracion (PEEP) de 2 cm de HO.

Fig. 16: Esterno-laparotomia media
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Con la rata en decubito supino se ha realizado una laparotomia media e
inmediatamente se han inyectado 300 UI/100g de heparina sodica en la vena cava
inferior. A continuacion se ha realizado una esternotomia media 'y se ha abierto el torax
ampliamente con dos pinzas de Kocher.

Se ha procedido a la seccién del timo y a continuacion de la aorta abdominal, de
la vena cava caudal torécica, de la auriculaizquierday derecha. Mediante la seccién del
cono de la arteria pulmonar y con un Abbocath® n° 16 6 18, se han perfundido los
pulmones con suero fisiolégico a 4 °C. S la perfusion ha sido homogénea se ha
procedido alaligaduray seccién de latréguea con € pulmén en semi-insuflacion y ala
extraccion del bloque cardiopulmonar mediante traccidn, separandolo del esdfago, con
seccion de | os troncos supraadrticos, aorta, venas cavas 'y ligamento pulmonar.

Fig. 17: Extraccion del bloque cardiopulmonar Fig. 18: Perfusién a través de la arteria pulmonar

Una vez que se ha extraido € bloque, con microscopio, se ha procedido a la
diseccion de la arteria, vena y bronquio izquierdos con seccion distal a hilio de los
mismos y separacion del pulmén izquierdo,
pinzando e bronquio con un pinza
microvascular para mantener € pulmén en
semi-insuflacion.

En esos momentos se ha procedido a
la colocacion de los “cuffs’ y finamente a
amacenamiento del pulmén a 4 °C en suero
fisolégico frio hasta € momento del
implante.
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Bronquio

2.2.2.-Implante en € receptor

Fig. 20: Almacenamiento a 4°C

En esta fase € anima receptor ha sido sometido a anestesia general con
medetomidina (0,5 mg/kg) sc., ketamina (75 mg/kg) ip. y atropina (0,04 mg/kg) im. Una
vez anestesiado, se harasurado el hemitérax izquierdo, se ha procedido aredlizar lalOT
y se haventilado a animal con los mismos pardmetros que en la extraccion.

Se ha colocado a animal en decubito
lateral derecho y se ha redlizado una
toracotomia posterolateral izquierda sobre €
4° espacio intercostal. Se ha utilizado como
Separador torécico un blefarostato, por un
corte préximo a pulmon se ha realizado un
pequefio ojal en la cavidad toréacicay se le ha
colocado un clip de hojas, que ha servido de
traccién. A continuacion se ha cauterizado
una arteriola préxima a la vena pulmonar y €
plexo arteriolar peribronquial.

Se ha procedido a la diseccion del
hilio pulmonar con identificacion de la
arteria, bronquio y vena pulmonar. Se han
colocado ligaduras y pinzas microvasculares,
préximas a corazon, a cada una de €ellas. Se
han seccionado, préximas a pulmén, la

ateria y la vena y se han lavado

intravascularmente con suero heparinizado.
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Fig. 23: Lavado intravascular dela vena Fig. 24: Introduccion del cuff enla arteria

Posteriormente, se ha realizado la misma operacion en € bronquio y se ha
procedido a redlizar las anastomosis mediante la introduccion de los cuffs dentro de
cada una de las estructuras correspondientes. Se ha mantenido la posicion del cuff con
una pinza microvascular que se ha colocado perpendicular alalengletay se han fijado
las anastomosi s anudando sobre ellas con las ligaduras.

,[-—s PN Fig. 25: Fijacion dela anastomosis arterial
S, ‘

W

Finalmente, se ha reperfundido Ientamente abriendo la pinza de la vena, a
continuacion el bronquio para ventilar e pulmoén y eliminar las atelectasias y en ultimo
lugar, de formalentay progresivalapinzadelaarteria

Fig. 27: Aspecto final del implante pulmonar



Una vez que se ha reperfundido y ventilado € pulmén implantado, se ha
introducido dentro de la cavidad pleural. Se ha procedido ala seccion del pulmén nativo
del receptor y se haretirado € separador toracico.

Se ha colocado un drengje pleural de pequefio calibre (Pleurecath®) conectado a
una jeringa, se ha secado con torundas € liquido de la cavidad y se ha efectuado €l
cierre de la toracotomia. Una vez cerrada la piel se le ha administrado a animal
atipamezol y buprenorfina (0,05mg/kg). Se ha aspirado a través de la jeringa conectada
al drengje para devolver ala cavidad pleural su presion negativa y cuando € animal ha
presentado respiracién espontanea se haretirado e drengje.

Fig. 29: Drenaje pleural y cierre de la toracotomia

Fig. 28: Seccidn del pulmon nativo

2.3.-Obtencion y procesamiento de las muestras
2.3.1.-Sacrificio del animal trasplantado

El sacrificio de los animales trasplantados se ha realizado a los 3 meses del
implante. Para ello € receptor ha sido sometido a anestesia general profunda con los
mismos protocol o anestésico que para e trasplante. Una vez anestesiado se ha rasurado
la parte anterior del térax, se ha realizado una tragueostomiay se ha ventilado a animal
con el mismo VCy FR que en la extraccion e implante.

Con larata en decubito supino se ha
realizado una |aparo-esternotomia media y
se ha abierto €l térax ampliamente con dos
pinzas de Kocher. Se ha seccionado € timo
y se ha elevado € |6bulo superior derecho
mediante traccion con un clip de hojas,
para disecar la arteria pulmonar y €
bronquio principal derechos, que se han

Fig. 30: Pulmon trasplantado atelectasico
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pinzado con una pinza microvascular. En estos momentos, se ha disminuido e VC a0,5
ml/100g y se ha aumentado la FR a 100 rpm. De esta forma, € gasto cardiaco y la
ventilacion se han dirigido exclusivamente al pulmon izquierdo, que ha presentado un
mayor o menor grado de atelectasia en e momento de la extraccion.

A los 5 min, se ha seccionado la aorta |
abdominal y se ha ligado la traguea con €
pulmén en semi-insuflacion. Tras la parada
cardiorrespiratoria, se ha extraido € bloque
cardiopulmonar de forma similar a como se
ha hecho en la extraccion pulmonar del
donante. Una muestra del pulmon se ha
congelado en N liquido y amacenado a -
80°C hasta su uso. Posteriormente, se ha
perfundido a través de la traguea con | . RIA
formaldehido a 1%, para ser finamente ’ it
amacenado en un bote con € misSMO Fig. 31 Pulménlantado reperfundido
conservante.

2.4.-Mediciones
2.4.1.-Respuesta clinica al trasplante

Se ha valorado la presencia de hemoptisis, insuficiencia respiratoria 'y, si se ha
producido e fallecimiento antes del periodo de sacrificio, considerando el momento y
posible causa de la muerte.

2.4.2.-Determinaciones histol 6gicas

Se han redlizado con €l fin de determinar € grado de lesion pulmonar existente,
medi ante técnicas anatomopatol 6gicas convencionales: tincion de hematoxilina-eosinay
microscopia optica. Se ha determinado la presencia de edema pulmonar, congestion
vascular, hemorragia alveolar y signos de reaccion pleural que se han clasificado en
ausente, leve, moderado y severo. El grado rechazo se ha determinado segun la
clasificacion internacional del rechazo pulmonar postrasplante en grado O (ausencia de
rechazo), grado 1 ( muy leve), grado 2 (leve), grado 3 (moderado) y grado 4 (severo),
seguin la presencia de infiltrado mononuclear peribronquia y perivascular.

2.4.3.-Determinaciones de la apoptosis

Se han realizado con € fin de valorar la presenciay € grado de muerte celular
programada rel acionada con € rechazo crénico pulmonar. Para ello se ha determinado
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la presencia de la misma mediante tincion inmunohistoquimica de las muestras de
pulmon trasplantado con los marcadores Caspasa 3, Bax y Bcl2 (Genscript, UK). El
grado de apoptosis se ha clasificado en leve (+), moderado (++) y severo (+++) segun la
intensidad del marcaj e inmunohistoquimico.

2.4.4.-Deter minaciones genomicas
2.4.4.1.- Extraccion de RNAy sintesis de cDNA

La homogenizacion de las muestras congeladas se ha realizado en Tri-Reagent
(Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) en frio con un homogenizador Polytron PT-3100
(Kinematica AG, Basdl, Suiza) y un vastago PT-DA 3012/2T (Kinematica AG, Basel,
Suiza). Se han aplicado 28000 rpm durante 30 segundos y se ha comprobado |a total
desintegracion del tgjido.

En laextraccion del RNA total con Tri-Reagent se han seguido |as instrucciones
del fabricante excepto en la primera precipitacion, donde en lugar usar %2 |sopropanol
por unidad de volumen inicial de Tri-Reagent, se ha afiadido ¥4 de Citrato Na/NaCl y ¥4
de Isopropanol por unidad de volumen inicia de Tri-Reagent. El método de aislamiento
del RNA con € reactivo Tri-Reagent se basa en una modificacion comercial del método
clésico descrito por Chomezynski y Sacchi 44

Una vez se ha obtenido € RNA, se ha determinado su pureza quimica (ratio
285/18S), se ha redizado la tincion con bromuro de etidio y electroforesis
desnaturalizante en gel de agarosa (Sigma, Saint Louis, Missouri, USA).

Las muestras de RNA han sido tratadas con 2 pl de RQ1 DNAse (1U/ul,
Promega, Madison, WI) para eliminar la posible contaminacion de DNA. Para la
sintesis del cDNA, se uso € kit Script cDNA sintesis (BioRad). Se mezclaron 2ug de
RNA total con 4ul 5x de la mezcla de reaccion conteniendo “random primers’ y la
transcriptasa reversa en un volumen fina de 20ul. La mezcla se mantenia durante 5
minutos a 25°C para permitir € correcto anillamiento de los cebadores y durante 1 hora
a 42°C para producirse la extension. Finalmente las muestras se han mantenido a 80°C
durante 15 minutos con € propdsito de inactivar la transcriptasa reversa para que no
interfiriera en laPCR.

2.4.4.2.- Determinacion de la expresion gendémica mediante gRT-PCR

Se ha determinado la expresion de Socs2, Socs3, IGF-1, MCP-1, TGFB-1,
Col4a, Fnl y Ctgf. Se ha utilizado un termociclador de capilares LightCycler® 1.5
(Roche, Mannheim, Alemania), con € kit “LightCycler FastStart DNA Master SYBR
Green I” (Roche, Cat. No. 12 239 264 001) y € software de Lightcycler 3. 5. 3. y se han
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seguido las instrucciones del fabricante. Los cebadores que se han usado para cada uno
de los genes del estudio han sido disefiados utilizando € software online “Primer3”
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 ha sido
comprobada mediante electroforesis en gel de agarosa, se ha observado que generaba
una banda del tamario esperado. El fragmento amplificado se ha analizado mediante una
curva de melting que permite la identificacion y diferenciacion de las variantes
genéticas.

Los cebadores especificos que se han empleado y las condiciones de la gRT-
PCR en tiempo rea han sido recogidos en la tabla VIII. Los resultados han sido
corregidos mediante e gen Polr2al (RNA polimerasa Il subunidad &) como
housekeeping gene 4.

Tabla VIII: Condiciones dela PCR en tiempo real

Numero Descripcion Prime Foward Prime Reverse Tamafio
(bp)
XM_343922 | RNApolimerasa | CAGGCAAGC | ACCAGAGAGCC 199
Il polipetido A | AAATCTTCTC TGCTGATGT
C
NM_00108247 Factor de TCTGAGGAG | GTTCCGATGTTT 240
9 crecimiento GCTGGAGAT TGCAGGTT
ligado a insulina GT
1
Factor de TGAGTGGCT
NM_021578 transformacién | GTCTTTTGAC | TGGGAGTGATC 146
de crecimiento, G CCATTGATT
beta 1
Colageno IV GCCAAGTGT | AGCGGGGTGTG
alfal GCATGAGAA TTAGTTACG
GA
NM 058208 Seflalador de GACGGGAAA | AATGCTGAGTC 213
- supresor de TTCAGATTGG GGCAGAAGT
citoquina 2 A
NM_053565 Sefalador de CCTTTGAGG
- supresor de TTCAGGAGC CCTTGACAGTCT 165
. . TCCGACAA
citoquina 3 AG
NM_031530 Proteina CAGTTAATGC | TTCCTTATTGGG 164
quimiotacticade | CCCACTCAC GTCAGCAC
Monocito-1. C
Fibronectinal | GTGGCTGCC | AGTCCTITAGG
TTCAACTTCT GCGGTCAAT
C
Factor de AGACCTGTG | ACTTCGGTGGG 242
crecimientode | CCTGCCATTA GTGTTTTIC
tejido conectivo | C
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2.4.4.3.- Fabricacion de los microarrays

Los microarrays fueron fabricados en e KTH Microarray Center (Suecia)
(www.biotech.kth.se). Para estos experimentos se usaron chips que contenian unos
27000 oligos representando unos 24000 genes de Rattus Norvegicus.

2.5.- Analisis de imagen, normalizacion y estadistica
2.5.1.-Microarrays

Las imégenes de microarrays se analizaron utilizando el paguete informético
GenePix Pro 6.0 software (Axon Instruments, Union City, CA) mediante la utilidad
automaticay manual. Los ratio Cy5/Cy3 han sido normalizados utilizando €l método de
seleccion para aumentar e rango de intensidad-dependiente y disminuir € rango de
mediciones de algunos artefactos a través de metodologia de SMA (Statistics for
Microarray) (www.bioconductor.org). Se determiné la diferencia expresada de |os genes
utilizando la pagueteria SAM, una técnica estadistica con la que han sido evaluados de
manera similar al termino estadistico P realizando una medicién con € false discovery
rate (FDR) donde la minima de expresion era considerada como significante.

A los genes identificados como regulados por SAM se le afadié un punto de
corte basado en un nivel de regulacion, e 1.5 (50%) (log, ratio treated/untreated >
|0.59]) del pulmon trasplantado y se clasificaron por su funcionalidad y forma individual
y se agruparon utilizando la utilidad DAVID (Database for Annotation and
Visualisation and Integrated Discovery: http:// www.david.abcc.ncifcr.gov).

2.5.2.- Real Time PCR/ Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizd € programa SPSSO (2005,
SPSS Inc. Illinois USA) la version 15.0. El nivel se significacion estadistica se
estableci6 para una «=0.05. Desde € punto de vista descriptivo, las variables
cuantitativas se muestran como media aritmética y desviacion tipica 0 como mediana
con maximo y minimo. Las variables cuadlitativas se trataron analizando la frecuencia
absoluta de la aparicion de cada una de las categorias asi como |as frecuencias relativas.
Para comparar las diferencias de medias se utilizo laU de Mann Whitney.
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1.-Evolucion clinica postoperatoria

Dos de los animales trasplantados 2 fallecieron antes del sacrificio alos 3 meses,
uno por insuficiencia respiratoriay hemoptisis alas 72 horas del trasplante debido a un
infarto pulmonar masivo y otro alos 7 dias del mismo sin que pudiéramos identificar
macroscopicamente la causa de la muerte, por lo que han sido eliminados del estudio. El
resto de los animales trasplantados (8) fueron presentando una buena evolucion
postoperatoria. No se observaron dehiscencias ni infecciones de la herida quirdrgica en
ninguno de los animales.

En la tabla IX, se expresan los tiempos de la extraccion (desde € inicio de la
cirugia en el donante hasta e 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 € inicio de la cirugia en € receptor hasta finaizar el
cierre de la toracotomia) y de isquemia del injerto (desde e momento de clampaje de la
aorta toréacica durante la extraccion hasta el momento de la reperfusion arterial del
injerto en el receptor).

Tabla | X: Tiempos invertidos en larealizacion delos TP experimentales

Tiempos Media £ SD en minutos
Tiempo de extraccion 40,25 + 14,78
Tiempo de banco 33,13+ 6,51
Tiempo deimplante 101,25 + 33,03
Tiempo deisgquemia 300,63 + 52,40

La alta variabilidad observada en € tiempo de isquemia pulmonar se debid a
tiempos de implante pulmonar mas largos debido a dificultades técnicas en la
realizacién del implante en dos animales. Un caso por dificultades en la gjecucion de la
anastomosis venosa dada la tendencia a desgarro de la pared superior de la vena
pulmonar del receptor y en otro caso por la necesidad de deshacer y volver arehacer la
anastomosis arterial debido a una rotacion de la arteria pulmonar donante que paso
desapercibida en e momento del su implante, anbas se resolvieron satisfactoriamente
obteniendo un trasplante adecuado y funcionante.

2.-Determinaciones histol6gicas

En todos los pulmones trasplantados se observaron los mismos hallazgos
macroscopicos durante la necropsia. En  concreto, observamos una desaparicion de la
morfologia y funcion ventilatoria, apreciandose un mufion fibrético. Se observaban las
anastomosis con cuffs que ocupaba la mitad de la cavidad pleural izquierda, ademés de
un crecimiento compensador del pulmén no trasplantado que alcanzaba la cavidad

al'.]i



Tesis Doctoral Ricardo Alfonso Garcia Herrera

pleura izquierda conservando un aspecto normal. Al corte de ese mufidén se han
apreciado unas cavidades quisticas con contenido mucoso de coloracion amarillo-
verdosa.

El estudio microscépico también mostré hallazgos similares en todos los
pulmones trasplantados. En concreto, observamos una desaparicion del parénquima
pulmonar y persistencia de los bronquios y bronquiolos dilatados y rodeados de
manguitos de células linfoplasmocitarios. Esto, estaba acompafiado de una intensa
vasculitis caracteristica de un cuadro de RC severo. En el pulmén no trasplantado no se
observaron signos de afectacion pulmonar, solo en 1 caso que mostraba un infiltrado
linfocitario peribronquia leve.

En la tabla X, se muestran los hallazgos microscopicos que han sido evaluados
en |los pulmones trasplantados.

Tabla X: Hallazgos histol6gicos con hematoxilina-eosina

Reaccion
Grupo Edema Congestion Hemorragia Pleural Rechazo
R1 no no no no grado 4
R2 no no no no grado 4
R3 no no no no grado 4
R4 no no no no grado 4
R5 no no no no grado 4
R6 no no no no grado 4
R7 no no no no grado 4
R8 no no no no grado 4

En las siguientes figuras se muestran algunos de los hallazgos histol6gicos
descritos en el pulmon trasplantado.

Fig.32: Infiltrado linfoplasmocitario perivascular Fig. 33: Manguitos linfoplasmocitarios peribronquiales
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Fig.34: InfiltradolinfoIasn‘ocitarioenel espesor de la Fig.35: Manguito linfocitario perivascular e intensa
pared bronquial perivascular endotélitis

3.-Determinacién de la apoptosis

En la tabla XI se muestran los resultados del estudio inmunohistoquimico del
pulmon trasplantado. En concreto, se detectaron células con marcadores positivos para
Bax, Bcl2 y Caspasa 3. Estos marcadores se locdizaban en los manguitos
peribronquiales, perivasculares y en las células endoteliales donde se observan los
hallazgos histol gicos de rechazo cronico. En los animales controles no se ha observado
marcaje celular positivo con estos marcadores.

Tabla XI: Marcadores de apoptosis en |os pulmones con rechazo croénico

R1 ++ ++ ++
R2 ++ ++ ++
R3 +++ +++ +++
R4 +++ +++ +++
R5 ++ ++ ++
R6 ++ ++ ++
R7 ++ ++ ++
R8 ++ ++ ++

A continuacion se muestran algunas imégenes representativas de la apoptosis
realizada en |os pulmones trasplantados:

%5 LB 1
Fig.37: Caspasa células linfoides peribronquial es positivas
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Fig.39: BCL2 acumulo linfoide peribronquial con ai
células positivas

ey P

A :
Fig.40: Caspasa con células positivas aisladas bronquiales

4.-Analisis de los cambios en la expresion de genes
4.1.-Microarrays

-Identificacion de los cambios globales de expresion de genes en € pulmén
trasplantado en respuesta al RC.

En primer lugar, se identificaron los genes diferencialmente expresados en €
pulmon trasplantado con respecto a tejido pulmonar intacto. Después de realizada la
normalizacion *® de los tres chips tal como se describié en la seccién de Materia y
Métodos, se utilizd un primer criterio de filtracion basado en e nimero de sondas
detectadas en los replicados biol dgicos. Se seleccionaron solo las sondas que detectadas
en al menos 2 de los 3 chips analizados y € resto se consideraron sin significado y se
eliminaron del andlisis. Las 4.413 sondas que pasaron este filtro se analizaron usando €l
test estadistico “one class’ del programa SAM (4) y se identificaron como genes
regulados solo aquellos con un valor de FDR < 10%. Con este andlisis obtuvimos una
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lista de 1.869 genes que estaban regulados diferenciamente (q < 10%) en respuesta a
rechazo cronico en € pulmon trasplantado (Anexo: tabla 1).

Cuando a criterio de seleccion FDR<10% se le afliadié un segundo criterio de
filtracion basado en € nivel de ratio de expresion (pulmon trasplantado/pulmoén sano)
de log2 >[0.56| (50% de cambio), se obtuvo lalistarestringida a 713 genes regulados en
el pulmon trasplantado. De los 713 genes, 326 incrementan su nivel de expresion con
respecto a pulmén sano en més del 50% (Anexo: tabla 2), mientras que 387 (Anexo:
tabla 3) lo reducian en la misma proporcién. Los cambios de expresion (mediana; 10g2)
aloslargo de 3 hibridaciones independientes fueron de 0,78 (rango: 0,56 a 3,25) y -0.74
(rango: -3,68 a -0,56) para los genes inducidos o reprimidos, respectivamente (Figura
41).
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INDUCIDOS INHIBIDOS

Fig.41: genesregulados einhibidos

-Identificacion de las categorias funcionales (GO) y vias de sefializacion
(KEGG) mas representadas en € conjunto de genes regulados en € pulmén
trasplantado en respuesta al RC.

A continuacion se utilizo la herramienta DAVID paraidentificar las anotaciones
biol6gicas (entre miles de términos GO relacionados) significativamente asociadas con
los genes regulados por € RC a trasplante pulmonar. Este andlisis trabaja con la
premisa de que un valor de P bgo, para una clase GO determinada, no implica que
todos los genes de esa clase estén significativamente alterados. El razonamiento para
incluir a genes que manifiestan un cambio moderado en sus niveles de expresion, se
basa en e concepto de que esos genes pueden ser atamente relevantes a la funcion
biol6gica asociada a RC cuando los situamos en un contexto amplio de muchos genes
gue interaccionan entre ellos. Por este motivo, en este andlisis se han utilizado todos los
genes con un FDR<10% sin aplicar € criterio de filtracion basado en un nivel de
regulacion predeterminado (log2 >|0.56] o 50% de cambio). Hay que resaltar que este
andlisis clasificaa los genes analizados en grupos funciona mente rel acionados sobre la
base de los términos GO comunes y no solo por su nombre individual.

)



Un primer andlisis de las clases GO asociadas con todos |os genes regulados por
el RC del pulmén trasplantado nos permite visualizar a muchos procesos biol 6gicos
relevantes para este modelo experimental (anexo: tabla 4). En concreto, podemos
destacar los siguientes:. “antigen processing and presentation of exogenous peptide
antigen via MHC”, “apoptosis’, “cell mediated immunity”, “cell development”, “cell
proliferation”, “chemotaxis’, “growth”, “immunoglobulin mediated immune response”,
“lung development”, “muscle development”, “regulation of signal transduction”,
“response to stress’, entre otras. La tabla 5 (anexo: tabla 5), nos muestra que la
categoria KEGG (pathway) mas representada corresponde con “ribosome” 1o que
sugiere una el evada actividad ribosomal en las células del tejido analizado. Este mismo
andlisis se efectud de forma independiente sobre e conjunto de genes inducidos o
inhibidos.

Entre los genes inducidos (anexo: tabla 6), destaca una elevada representacion
de categorias GO como “cellular development”, “biological regulation” o “response to
stress’. La tabla 7 (anexo: tabla 7) nos muestra que la categoria KEGG (pathway)
“ribosome” (véase figura 1 y listado de la tabla 8 del anexo) es |la mas representada
entre |os genes inducidos.

Entre los genes inhibidos (anexo: tabla 9) destaca también una elevada
representacion de la categoria “response to stress’ junto a “antigen processing and
presentation”, 0 “immune response” entre otras. La tabla 10 (anexo: tabla 10) nos
muestra que, precisamente, la categoria KEGG (pathway) “antigen processing and
presentation” (véase figura 2 y listado en tabla 11 del anexo) es la mas representada
entre los genes inducidos.

Es interesante destacar que los procesos bioldgicos GO relacionados con la
respuesta a estrés estan ampliamente representados tanto entre los genes inducidos
(anexo: tabla 12) como entre los inhibidos (anexo: tabla 13) lo cual sugiere que es un
evento de extrema importancia dentro de lafisiopatologia del RC.

4.2.-Real Time PCR

En latabla X1l se muestra los resultados de |os genes analizados por RTPCR en
del pulmon trasplantado. Los datos han sido normalizados en funcidn de la Polr2a y
estandarizados segun la media 0 mediana del grupo control por 1o que se presentan
como cambios relativos en relacion a mismo. Todos los datos se han expresado en
funcion de lamediay su desviacion tipica, excepto Socs2 que se ha expresado como los
valores de la mediana con su maximo y minimo dada la dispersion del grupo control. El
valor de “p” estima las diferencias entre el grupo control y € trasplantado mediante el
test delaU de Mann-Whitney.
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Tabla XI1: expresiéon génica del pulmon trasplantado

Genes Control Trasplantado P
Socs2* 1,07(0,74-3,58) 1,47(0,75-3,49) 0,624
Socs3 1+£0,36 3,56+ 2,79 0,327
IGF-1 1+£0,10 3+111 0,014
MCP-1 1+0,40 259+ 239 0,014
TGFB-1 1+0,37 3,10+ 0,61 0,021
Col4al 1+0,29 1,60+ 0,70 0,142
Fnl 1,03+ 0,64 2,37+184 0,221
Ctgf 1+£0,14 0,60+ 0,76 0,142

*mediana, maximo y minimo

En e pulmodn trasplantado se detecté un aumento significativo en los niveles de
expresion de todos los genes IGF-1, MCP-1 y TGFB-1 tiene ademas significacion
estadistica, de forma que MCP-1 incrementd su nivel de expresion 25 veces mas en €
RC.

A continuacion se muestra gréficamente la expresion de los genes con
significacién estadistica.

O Control
B IGF-1

Expresion ARNmM
N
1

Gréfica. 1: Expresion de IGF-1 en € pulmon trasplantado
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Gréfica. 2: Expresion de MCP-1 en el pulmon trasplantado

O Control
B TGFB-1

Expresion ARNm

Graéfica. 3: Expresion de TGFB-1 en el pulmon trasplantado

A continuacion en latabla X111 se muestra la expresion genodmica analizada del
pulmén no trasplantado. Los datos han sido normalizados en funcién de la Polr2a y
estandarizados segun la media o mediana del grupo control por 1o que se presentan
como cambios relativos en relacion a mismo. Todos los datos se han expresado en
funcion de la media desviacion tipica, excepto Socs2 que se ha expresado como los
valores de la mediana con su maximo y minimo dada la dispersion del grupo control. El
valor de “p” estima las diferencias entre el grupo control y € trasplantado mediante el
test delaU de Mann-Whitney.
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Tabla XI11: expresion del pulmén no trasplantado

Genes Control No trasplantado P
Socs2* 1,07(0,74-3,58) 1,12(0,59-3,18) 0,806
Socs3 1+0,36 2,11 + 1,50 0,142
IGF-1 1+0,10 1,61+ 1,26 0,624
MCP-1 1+ 0,40 4,3+5,19 0,327
TGFB-1 1+0,37 2,16+ 0,30 0,014
Coldal 1+0,29 0,93+ 0,57 0,624
Fnl 1,03+ 0,64 1,50+ 0,76 0,462
Ctof 1+0,14 0,79+ 0,88 0,462

*mediana, maximo y minimo
Se haobservado que Socs 3, IGF-1, MCP-1y TGFB-1 presentan un aumento de
expresion en el pulmon sano con respecto alos controles y que de ellos la expresion de
TGFB-1 ha sido estadisticamente significativa.
A continuacion se muestra gréficamente la expresion de los genes con
significacion estadistica.
3 -
2,5

2 -

O Control

1,51 B TGFB-1

g

0,5 -

Expresion ARNm

Graéfica. 4: Expresion de TGFB-1 en pulmon no trasplantado
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El trasplante de Organos y tegjidos es un vigo suefio de la humanidad, v,
probablemente sea la expresion mas espectacular de la medicina reparadora: la
sustitucién de un érgano enfermo por otro sano. Es uno de los grandes logros de la
Medicina del siglo veinte, teniendo en cuenta que los primeros trasplantes
experimentales se realizaron durante la década de los afios 50 y se convirtieron en una
realidad terapéutica en los afios 70. El trasplante ha llegado a revolucionar la Medicina,
incorporandose a la rutina terapéutica de un nimero cada vez mayor de centros en casi
todos los paises desarrollados. Esto ha sido posible gracias a una selecciéon de los
receptores cada vez mas rigurosa, a una mejor técnica quirdrgica y anestésica, a la
mejora de los cuidados postoperatorios y a desarrollo de la inmunologia y de la
farmacologia en e campo de los inmunosupresores y |os antimicrobianos.

El trasplante pulmonar es una opcién terapéutica aplicable en €l estadio fina de
la patologia pulmonar no maligna, que incluye afecciones de la via aérea, del
parénquima pulmonar y la circulacion pulmonar. Representa una alternativa terapéutica,
unavez que se han agotado los recursos médicos convencionales y e paciente tiene una
esperanza de vida corta a causa de su enfermedad de base. Sin embargo, larealizaciony
el éxito del trasplante pulmonar estan limitados por mdiltiples factores tales como e
escaso numero de donantes, las infecciones, y las complicaciones inmunoldgicas del
mismo como son €l fallo primario del injerto, € rechazo agudo y € rechazo crénico que
estan relacionados con diferentes lesiones en € pulmoén producidas antes y después del
trasplante y que incluye las lesiones originadas por la isquemiay la reperfusion y los
dafios mediados por larespuestadel sistemainmune.

El RC como manifestacion principal de las complicaciones del TP, continda
siendo € talén de Aquiles de este procedimiento terapéutico. A pesar de la acusada
mejoria en la supervivenciainmediata, la supervivenciaalargo plazo paralos receptores
de un TP sigue siendo baja en comparacion con la de otros 6rganos solidos debido a la
alta presencia de RC, un proceso fibroproliferativo que conduce a la obliteracion de la
viaaéreay alafibrosisdel injerto y que es responsable de esta limitada supervivencia.

Los hallazgos histol 6gicos presentes en e RC sugieren que existen dos procesos
distintos que abocan & uno a otro. Por un lado, existe una inflamacion de las
estructuras bronquiolares de origen inmune y/o infeccioso que conduce a una respuesta
fibroproliferatriva de los bronguiolos y bronquio de la via aérea de mayor tamafio con
progresiva obstruccion, dilatacion y fibrosis del injerto. La lesién del RC se considera
activa s se acompafia de infiltracion linfocitica peribronquiolar o inactiva s la
infiltracion es escasa 0 ausente. En nuestro estudio los cambios fibroproliferativos del
pulmon trasplantado con desaparicion del parénquima pulmonar y persistencia de los
bronquios y bronquiolos dilatados se acomparia de infiltrados en manguito de céulas
linfoplasmocitarias peribronquiales y perivasculares con una intensa vasculitis que
indican que nos encontramos ante un rechazo crénico pulmonar severo pero activo,
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objetivo fundamental a alcanzar para saber que la expresién gendémica que hemos
valorado corresponde realmente a esta intensa fase de cambios irreversibles del pulmén
trasplantado.

Por otro lado, la activacion de la respuesta inmune es un mecanismo protector
muy importante pero también puede causar dafio tisular en determinadas condiciones
(148 Entre las respuestas del sistema inmune que estdn asociadas con € rechazo al
trasplante est4 el incremento de MCP-1. Esta es una molécula con una potente actividad
para reclutar células inflamatorias provocando una respuesta inmune aguda intensa que
es la responsable del rechazo a trasplante. MCP-1 se sobreexpresa desde las fases
iniciales de la lesién pulmonar ®*” (y datos no mostrados en esta Tesis) incluyendo la
LIRy & RA. En consonancia con esto, en € andlisis histologico se demostré que en €l
RC también se observa un intenso infiltrado de mononucleares peribronquiales y
perivasculares. Esto se asocio con un incremento significativo (25 veces mas que en €
tgjido pulmonar sano) del nivel de ARNm parael gen MCP-1, lo cua sugiere que MCP-
1 participa no solo en las fases iniciales de lalesion pulmonar sino también en las fases
crénicas del rechazo pulmonar 4", Algunos autores también han sugerido que MCP-1
podria tener una accién directa en la respuesta inflamatoria crénica y que su intensidad
se asocia de manera directa con la disminucion de la supervivencia de los pacientes
trasplantados *®. De hecho, la reduccion en la expresion de MCP-1 se acompafia de
una menor respuesta inflamatoria durante € rechazo pulmonar y esto podria ser una
parte importante de los objetivos de |os protocol os de inmunosupresion 9. A favor de
la hipotesis que defiende un papel de MCP-1 en la respuesta inflamatoria crénica
podemos afadir que esta proteina esta también implicada en la respuesta inflamatoria
crénica asociada a otras patologias como la obesidad, 1a resistencia a la insulina o la
aterosclerosis *. El aumento de la expresion de MCP-1 esté claramente asociado con
las acciones de mediadores proinflamatorios activados durante el rechazo pulmonar.

Es bien conocido € papel del sistema mayor de histocompatibilidad (MHC) en
la respuesta de rechazo al 6rgano trasplantado. La disparidad de los antigenos HLA
entre el donantey el receptor son e mayor factor de riesgo paraun RA **Y. El complejo
MHC-1 es expresado por todas las células nucleadas mientras que e MHC-11 |o es por
células presentadoras de antigenos (p.g., células Kupffer en & higado). Al reconocer
como extrafio e pulmén se produce la activacion de los linfocitos T que liberan
citoquinas, sobre todo IL-2, responsables de la proliferacion celular mononuclear y de la
expresion de los HLA de clase |1 (HLA-DP, DQ, DR) en € epitelio bronquia y en €
endotelio que aumentan la superficie antigénica de las células del receptor y es ahi
donde se van a desarrollar las lesiones del rechazo pulmonar agudo y posteriormente
cronico. De hecho, la recurrencia de episodios de RA se relaciona directamente con €l
desarrollo de RC™?,
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Por tanto, € dafio mediado por € sistema inmune a pulmon trasplantado se
produciria por una amplia variedad de respuestas inflamatoriasinmunes las cuaes
estarian desencadenadas por péptidos antigenos con reconocimiento especifico por €
sistema MHC. Este reconocimiento antigénico incrementaria la retencion de células T
activadas en e organo afecto. En consonancia con e papel ded MHC en € trasplante,
nuestro estudio muestra que entre los genes regulados existe una representacion
significativa dentro de la ruta de sefidlizacion dedicada a procesamiento y presentacion
de antigenos (anexo: tablas 10 y 11 figura 2). Al menos 12 genes de dicha red de
sefializacion tenian unos niveles de expresion reducidos en €l pulmon trasplantado. Este
es €l caso de los genes involucrados en la actividad del proteosoma (p.gj., catepsinab) o
en la presentacion de antigenos asociados con e sistema MHC-II. Si este tipo de
alteracion en los niveles de expresion génica tiene o no alguna relacion con e RC del
trasplante pulmonar se escapa de 10s objetivos de esta Tesis y requiere de otro tipo de
estudios.

TGF-B se encuentra significativamente elevado tanto en e pulmon trasplantado
como en e contralateral no trasplantado. Esto Ultimo, probablemente esté relacionado
con los fenémenos compensadores que afectan a pulmon no trasplantado a medida que
el trasplantado ha ido involucionando por efecto del RC ®¥. Una de las principales
actividades de TGFB-1, es lainhibicién del crecimiento e induccién de la apoptosis. Su
papel en la fisiopatologia del RC parece estar ligado a su contribucion en la activacion
de la inflamacion cronica. Se ha detectado un incremento de TGFB-1 en los lavados
bronquioalveolares en relacion con procesos de infecciosos y € rechazo del pulmoén
trasplantado **¥. Ademés, TGF-B es capaz de estimular directamente a los
miofribroblastos e inducir fibrosis pulmonar > por lo que sus actividades estan
intimamente relacionadas con la generacion de enfermedad obstructiva pulmonar e
hipertension pulmonar. Es interesante destacar que, en un gran nimero de células, €
TGFB-1 es capaz de provocar una respuesta de estrés oxidativo la cual parece estar
asociada con la actividad del factor de transcripcion TIEG (TGFB-1-inducible early-
response gene) (9 .

El incremento de especies reactivas de oxigeno podria mediar en procesos como
la apoptosis 0 en cambios de la expresion de genes como los que codifican para
protefnas de la matriz extracelular *®. A diferencia de la muerte celular por necrosis
gue se ha observado a nivel experimental en los pulmones trasplantados de las ratas
entre las 6 y 12 horas de isguemia en frio, la apoptosis no se presenta durante la
isquemia, sino que aparece répidamente tras la reperfusion del pulmon trasplantado y no
se relaciona con la funcion pulmonar postrasplante. La induccién de la apoptosis esta
modulada por dos vias. La via intrinseca que implica a las mitocondrias y que es
activada por los RLO y lavia extrinseca que es activada a través de sefiales procedentes
de los receptores de membrana de muerte celular cuando se unen a ellos su respectivos
ligandos, como son entre otros € TNF y Fas. La primera via se activa en la fase precoz
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de la reperfusion, mientras que la segunda tarda varias horas en hacerlo. Precisamente,
una de las funciones GO mas representadas, dentro del conjunto de genes regulados por
el RC en nuestro modelo experimental, erala “respuestaal estrés’.

En e pulmon trasplantado se identificaron, relacionados con la* GO: response to
stress’ (P corregida = 0), 68 y 60 genes inducidos e inhibidos, respectivamente (anexo:
tablas 12 y 13). Por ggemplo, HSP70, selenoproteina o VEGF estaban inducidos 6, 4y 3
veces, respectivamente. Por € contrario, NOS-2, IL-1 receptor antagonist, ApoE o S100
estaban inhibidos 3-4 veces. La disminucion de agentes proinflamatorios como NOS
puede deberse a la activacion de respuestas antioxidantes o antiinflamatorias. Este es €l
caso del factor de transcripcion Nrf (Nuclear-factor-E2-related factor), miembro de la
familia de factores de transcripcion bZIP que se expresa en muchos tgjidos en respuesta
al estrés oxidativo "

En nuestro estudio, también observamos una induccidn significativa aunque
moderada de Nrf en & pulmon trasplantado. La activacion transcripcional de los genes
antioxidantes depende en gran medida de Nrf2 y, en consonancia con su actividad,
nuestro andlisis mostré induccién de algunos genes regulados por Nrf2 como
ubiquinona o glutathione S-transferasa. Es interesante destacar un estudio reciente con
cultivos celulares donde la activacion ddl factor de transcripcion Nrf causa profundos
efectos protectores a través de mecanismos antiinflamatorios, por g emplo inhibiendo la
NOS inducible *®. Esta asociacion, induccion de la expresion de Nrf y represion de la
NOS inducible, fue encontrada también en nuestro andisis de microarrays. Pendiente de
confirmarse con otros métodos complementarios, nuestros hallazgos sugieren un papel
relevante de la activacion de Nrf como mecanismo para compensar € dafio tisular
causado por € RC. Por otra parte, es interesante destacar que en nuestro estudio también
se observaron otras muchas evidencias de una inhibicibn en la respuesta
inmune/inflamatoria asociada con €l RC. Este es el caso de muchos genes relacionados
con la respuesta dependiente de interferon como IRF (interferon-regulatory factor), un
activador de la transcripcion de genes inducidos por interferones. En concreto, los IRF
(2, 3y 5) o proteinas inducidas por IFN-g como p30, GTPasa o € propio receptor de
interferon gamma-1, tenian reducidos sus niveles, de forma moderada pero significativa,
en unrango de 1.2 a 2 veces.

IGF-1 es un potente estimulante del crecimiento en casi todos los tgidos de
mamiferos, incluyendo el pulmonar **”. Este factor de crecimiento esta implicado en la
regulacion del metabolismo de proteinas y g erce potentes efectos sobre la proliferacion
y la diferenciacion de las células en la mayor parte de los tgidos. IGF-1 sefidiza a
través de una complega red intracelular de quinasas que en Ultima instancia son las
responsables de regular la proliferacion, la diferenciacion y de proteger contra la
apoptosis **¥. En nuestro estudio, se ha observado que e RC se asocia con un
incremento significativo de los niveles de ARNm de IGF-1 en € tgido pulmonar
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trasplantado. Ademas, los andlisis de microarrays demostraron cambios significativos
en los niveles de expresion de un gran nimero de genes relacionados con la
diferenciacion y proliferacion del tgjido musculo-nervioso y de regulacion de la
apoptosis. Estas manifestaciones estdn en consonancia con las funciones descritas para
IGF-1 como son su capacidad para estimular €l crecimiento muscular, actuar como
factor neurotrofico, la comunicacion neuromuscular o como regulador de la apoptosis
(158)

Por e contrario, € papel fisiologico del IGF-1 en € contexto de la respuesta
inflamatoria, en general, o en relacion con € RC a trasplante pulmonar, en particular,
es practicamente desconocido. Entre los pocos hallazgos descritos hasta ahora esta €
incremento de los niveles de expresion de IGF-1 en € lavado bronquial de los pacientes
con RC y en los estadios de fibrosis pulmonar del sindrome de BO *9. Los efectos
celulares de IGF-1 estan influenciados por la expresion de un grupo de proteinas con
capacidad para fijarlo, la familia de IGFBP (1 a 6) ™. Estas, dependiendo del tipo de
IGFBP, pueden tanto aumentar como inhibir los efectos del IGF-1 en las células. Es
interesante destacar que en nuestro andisis de microarrays se observo una disminucion
significativa de IGFBP3 (37%) e IGFBP4 (49%) en e pulmodn trasplantado. Aungue
estos cambios son aparentemente poco intensos, no debemos olvidar que variaciones
sutiles en los niveles de expresién de un gen pueden tener repercusiones bioldgicas
relevantes. Estos resultados, a falta de ser validados por técnicas complementarias (p.g.,
RTPCR o inmunohistoquimica), sugieren que tanto la intensidad como € tipo de
actividades que IGF-1 gerce sobre € tegido pulmonar trasplantado puede verse
modulado por una reduccién significativa en IGFBP3 e IGFBP4 durante la respuesta a
RC. En consonancia, nuestro estudio muestra que entre los genes regulados
positivamente existe una representacion significativa dentro de la ruta de sefidizacion
dedicada ala sintesis de proteinas (anexo: tablas 7, 8 y figura 1). Al menos 17 genes de
laruta KEGG: ribosome (P corregida= 0.00; enriquecimiento= 4.3) tenian unos niveles
de expresion inducidos en € pulmén trasplantado. Estos hallazgos sugieren que €
patrén de expresion de genes citosolicos rel acionados con las actividades ribosomales es
una respuesta a RC muy importante lo cual podria estar relacionado con una respuesta
de reparacion y desarrollo tisular ante e RC, |o que podria justificar la presencia de la
proteina antiapoptética Bax en las muestras del pulmon trasplantado.

En resumen, nuestro estudio ha sido disefiado para intentar comprender los
cambios funcionales y en la expresion génica global asociados con € RC del trasplante
pulmonar. Hemos usado herramientas de analisis estadistico potente para interpretar los
datos de microarrays e identificar clases funcionales (GO), y vias de sefidizacion
(KEGG) inducidas o reprimidas por € RC. El objetivo principal era definir una
respuesta a un tratamiento, en nuestro caso € trasplante pulmonar, en cuyo caso la
representacion bioldgica de un conjunto de genes es siempre més interesante que los
genes individuales por si mismo.
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En & presente estudio, las representaciones biol 6gicas de nuestro modelo son las
clases GO y las vias KEGG con un determinado peso estadistico. El andlisis ha puesto
de manifiesto la participacion conjunta de, a menos, dos tipos de respuestas biol gicas
asociadas a RC: 1) la potenciacion de los constituyentes citosolicos relacionados con
las actividades de los ribosomas y 2) la represion de los sistemas de presentacion
antigénica dependiente del sistema MHC. Se ha observado una representacion
significativa de genes que como IGF-1 contribuyen a la sintesis de proteinas, la
reparacion tisular o a proteger de la apoptosis, |0 cual sugiere un intento del organismo a
contrarrestar la agresion y a reparar los dafios que esta sufriendo durante e RC. Al
mismo tiempo, € RC se asocia con una supresion importante de la respuesta
inmune/inflamatoria por la inhibicion del sistema MHC que media la presentacion
antigénica y también de genes regulados por interferon. Esta aparente paradoja podria
deberse a que @ andisis de la expresion génica se realizd en una etapa fina de la
respuesta al RC ), correspondiendo con un estadio muy avanzado de involucién del
pulmon trasplantado. Una segunda hipotesis podria estar relacionada con la capacidad
enddgena de la rata para defenderse de una respuesta exacerbada de su sistema en
respuesta a trasplante pulmonar. De confirmarse esta Ultima hipdtesis seria muy
interesante identificar qué agentes inmunosupresores “enddgenos’, s existieran,
participan en esta respuesta.

Por ultimo, & incremento de los niveles de expresion de los genes MCP-1, IGF-
1y TGFB-1 en € tgido pulmonar con RC corrobora los hallazgos descritos hasta la
fecha basada en el andlisis del lavado broncolaveolar de los pacientes sometidos a TP.
Hasta ahora no se habia determinado su expresion en € tegjido pulmonar afecto de RC.
Estos genes podrian ser analizados como potenciales biomarcadores de RC en los
pacientes trasplantados de pulmoén durante su seguimiento, o que podria ayudar a
identificar e intentar tratar este proceso mas precozmente o incluso seleccionar a
aquellos pacientes que por sus peculiares caracteristicas pudieran ser candidatos a un
retrasplante pulmonar %7,

Es cierto que la mayor parte de los genes identificados en nuestro andlisis
necesitan alln otros estudios complementarios para confirmar o no su papel dentro de la
fisiopatologia del rechazo cronico del pulmoén trasplantado. Sin embargo, nuestra
estrategia de andlisis ha puesto en evidencia que es muy Util para identificar nuevas
dianas moleculares. Estas podrian ser manipuladas para regular una respuesta
inmune/inflamatoria exacerbada y contribuir significativamente a desarrollo de
tratamientos capaces de proteger del dafio a pulmoén trasplantado.
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CONCLUSIONES



Primera: “Los hallazgos histolégicos demostraron cambios caracteristicos de la
respuesta al rechazo crénico. En concreto, una desaparicion del parénquima
pulmonar con persistencia de bronquios y bronquiolos dilatados y una importante
infiltracién de células linfoplasmacitarias peribronquialesy perivasculares”.

Segunda: “El estudio inmuhistoquimico mostré una elevada positividad tanto para
mar cadores anti-apoptoticos (Bcl-2) como proapoptéticos (Bax, Caspasa 3). Aunque
es dificil precisar en qué tipo de células se estan desarrollando estos procesos
biologicos, los resultados sugieren una elevada actividad de los mecanismos tanto de
supervivencia como de muerte celular programada, dos procesos bioldgicos
esenciales en larespuesta al rechazo cronico”.

Tercera: “El uso de la técnica de microarrays ha permitido identificar importantes
cambios en los niveles de expresion génica asociados con €l rechazo crénico. En este
sentido, de los 713 genes identificados, 326 incrementaron su nivel de expresién con
respecto al pulmén sano en mas del 50% mientras que 387 lo reducian en la misma
proporcion”.

Cuarta: “Los genes regulados en respuesta la rechazo cronico estan
significativamente representados por, al menos, las respuestas biolégicas relevantes
para este modelo: “regulacion de la apoptosis’, “actividades de ribosomas’,
“presentacion y procesamiento de antigenos’, “respuesta inmune’ y “respuesta al
estréscelular” .

Quinta: “El rechazo cronico pulmonar se asocia con una disminucion importante de
genes relacionados con la respuesta inmune/inflamatoria. Entre los genes inhibidos
existe una representacion significativa de la ruta de sefializacion dedicada al
procesamiento y presentacion de antigenos asociadas al Complgo Mayor de
Histocompatibilidad y |a respuesta inmune dependiente de interferon”.

Sexta: “El rechazo crénico pulmonar se asocia con una activacion importante de los
mecanismos de respuesta al estrés celular. Se identificaron 128 genes asociados con
la respuesta al estrés entre los que se encontraban HSP70, selenoproteinas, VEGF,
NOS inducible, antagonista del receptor para IL-1, ApoE y S100.

Séptima: “El incremento en la expresion del factor de transcripcion Nrf sugiere el
desarrollo de una respuesta al estrés oxidativo. Esta respuesta se asocié con una
disminucion de agentes proinflamatorios como la NOS inducible”.
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Octava: “ En nuestro estudio, se ha observado que €l rechazo crénico se asocia con un
incremento significativo de los niveles de IGF-1. Los andlisis de microarrays
demostraron cambios significativos en los niveles de expresion de un gran nimero de
genes relacionados con la sintesis de proteinas, la reparacion tisular o la anti-
apoptosis. Esto sugiere un intento del organismo de compensar los dafios que esta
sufriendo durante el RC”.

Novena: “En nuestro estudio, se ha observado que €l rechazo crénico se asocia con
un incremento de los niveles de MCP-1, TGF-B e IGF-1 en € pulmoén trasplantado.
Muchas de las actividades de estos genes estan intimamente relacionadas con los
procesos bioldgicos y vias de sefializacion identificadas en los andlisis de microarrays.
Esto sugiere que participan de forma muy activa en la respuesta del rechazo al
trasplante pulmonar” .

Décima: “Desde € punto de vista translacional, estos conocimientos podrian ayudar
a identificar marcadores de rechazo del pulmon trasplantado. Este es €l caso de
MCP-1, IGF-1 o TGF-b cuyos aumentos en €l nivel de expresion podrian aplicarse
para monitorizar la evolucién hacia el rechazo crénico de los pacientes trasplantados
de pulmén”.

Undécima.- “La aplicaciéon de las nuevas tecnologias genéticas, genémicas y
protedmicas en el trasplante esta ain en su infancia. Nuestro estudio ha aportado un
andlisis genomico basico al estudio del trasplante pulmonar experimental y ha
demostrado que la técnica de microarrays resulta muy eficaz para analizar los
cambios gendmicos asociados al rechazo crénico. Esto muestra € poder potencial de
los microarrays de ADN para identificar nuevas dianas moleculares relacionadas con
los cambios fisiopatol 6gicos que sufre e pulmon trasplantado. Estas dianas podrian
ser manipuladas para regular la respuesta inmune/inflamatoria exacerbada o para
contribuir al desarrollo de tratamientos mas sel ectivos capaces de proteger al pulmoén
trasplantado del rechazo”.
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