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No pensaba bien las cosas, un tipo dice que soy un estupido, el otro trata de convencerme
que no lo soy, pero en realidad, ¢l estd encerrado s6lo en una habitacion mirandome al espejo,
yo seguia pensando que lo Uinico bueno de una resaca, era la noche anterior. Desconocido
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Resumen

Maestria en Ingenieria Biomédica

Nadezhda Aguilar Blas

Uno de los grandes inconvenientes del trasplante pulmonar es la baja tasa de sobrevida
de los pacientes trasplantados. La falla primaria del injerto es de las principales causas de
mortalidad en las primeras 72 horas posterior al trasplante. Se relaciona a una serie de
eventos que ocurren inmediatas a la muerte cerebral del donador, durante su transporte al
sitio de trasplante y que afectan el funcionamiento de dicho 6rgano una vez trasplantado. El
edema pulmonar es la principal anormalidad fisiologica derivada de esta serie de eventos, es
por ello que diferentes estudios se han enfocado en establecer bajo qué condiciones debe
manejarse el organo antes del trasplante para prevenir formacion de edema pulmonar y
falla primaria al injerto. El monitoreo del pulmén puede ser de gran ayuda para prevenir
estos hechos; sin embargo, actualmente no se cuenta con alguna técnica que apoye en el
seguimiento del 6rgano durante el proceso de trasplante.

A pesar de la existencia de técnicas de evaluacion del tejido pulmonar en la investigacion
y la clinica ninguna de ellas se ha podido implementar al seguimiento del pulmén en el
proceso de trasplante. Recientemente las mediciones de espectroscopia de impedancia han
sido propuestas para evaluar la formacion de edema y monitoreo de 6rganos como corazon,
rifion e higado. El objetivo principal de esta tesis fue determinar la validez de la espectroscopia
de impedancia como indice de formacion de edema mediante su comparacion con el estdndar
de oro Kfc. Ademds se analizd su uso como técnica de monitoreo de tejido pulmonar para
trasplante en condiciones de isquemia y ventilacion mecanica.

Los resultados de esta tesis indican que la espectroscopia de impedancia podria ser
empleada como para monitoreo de edema pulmonar y seguimiento del tejido en el proceso de
trasplante, lo que serviria en la mejora del manejo del pulmon e impactaria en el indice de
mortalidad de los pacientes trasplantados.

PALABRAS CLAVE

Espectroscopia de impedancia, edema pulmonar, falla primaria del injerto, trasplante
pulmonar, perfusion, isquemia.
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CAPIiTULO 1

Introducciéon

El trasplante pulmonar es una terapia que puede ser efectiva para pacientes que sufren de
alguna enfermedad pulmonar terminal [1]. Las patologias capaces de producir dafio pulmonar
terminal son muy variadas, pero en términos generales pueden dividirse en aquellas de origen
obstructivo (EPOC, efisema), las de tipo intersticial (Fibrosis pulmonar), las de origen infeccioso
cronico (fibrosis quistica, bronquiectasias) y las de patologia vascular (hipertension pulmonar
primaria). El diagndstico mas frecuente es la EPOC [1], segin datos obtenidos por el Sistema
Nacional de Informacion en la Salud, la EPOC ocupa el 5o lugar de mortalidad en México [2].

El trasplante pulmonar, como el trasplante de otros 6rganos ha tenido diferentes desventajas a lo
largo de los afios, entre ellas se encuentra el tiempo de viabilidad del pulmon a trasplantar que rara
vez excede las seis horas, esto se debe a una serie de eventos que ocurren tras la muerte cerebral del
donador y trasporte del 6rgano al sitio de trasplante, tales eventos pueden provocar el deterioro del
tejido pulmonar y contribuyen a un mal funcionamiento del pulmén una vez trasplantado
pudiendo ocasionarle la muerte [1]. Los resultados del trasplante pulmonar muestran una baja
sobrevida del paciente trasplantado, de 65-70 % en el primer afio y 40-45 % a los cinco afios
realizado el trasplante [3], las causas de mortalidad dentro del primer afio se relacionan con la falla
primaria del injerto (FPI) [1]. De acuerdo al reporte de la Sociedad Internacional para el Trasplante
de Corazén y Pulmon la FPI es de las principales causas de muerte en los primeros 30 dias
posterior al trasplante y se estima que afecta deun 10 aun 25 % de las personas trasplantadas [4].
La FPI es un mal funcionamiento del 6rgano trasplantado que ocurre en el receptor en las primeras
72 horas posterior a la cirugia, mantiene una relacion del 30 % de éxito en el postoperatorio
inmediato, llegando incluso a superar en algunas ocasiones el 50 % [3]. De las principales causas
de FPI se encuentran: técnica ventilatoria del donante, tiempo de isquemia del 6rgano antes de ser
trasplantado (preservacion) y el llamado fendmeno isquemia- reperfusion [5]. El edema de
reimplantacion o también denominado edema de isquemia-reperfusion es la principal anormalidad
fisiologica después de un periodo de isquemia y la deteccion de la aparicion de dicho edema es de
gran importancia en pacientes con FPI. El edema se caracteriza por la acumulacion anormal de
liquido a nivel intersticial y/o alveolar, lo cual dificulta la respiracion del paciente [5]. La medicion
constante del tejido pulmonar antes y posterior al trasplante, puede reducir la incidencia de FPI en
pacientes trasplantados. A pesar de que existe una variedad de técnicas (clinicas y experimentales)
para evaluacion del pulmoén, muchas de ellas tienen restricciones para aplicarse al monitoreo de
pulmones para trasplante entre las cuales se encuentran: su alto costo, radiaciones ionizantes, poca
portabilidad, algunas no son repetibles y otras s6lo pueden ser aplicadas de forma experimental,
entre otras [6], [7]. Por otro lado en trabajos como [8], [9], [10], [11], [12], [13], se ha introducido el
uso de espectroscopia de impedancia, para evaluar tejido isquémico y edema. La espectroscopia de
impedancia ofrece algunas caracteristicas como: capacidad de medicion continua, portabilidad,



bajo costo, libre de radiaciones ionizantes [8]. Muchas de estas caracteristicas son de gran
conveniencia para promover el uso de la espectroscopia de impedancia en la investigacion y clinica,
pudiendo obtener resultados de medicion confiables como las técnicas ya existentes pero con la
gran ventaja de que es capaz de implementarse al monitoreo de tejido para trasplante.
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CAPiTULO 2

ANTECEDENTES

2.1. Anatomia y fisiologia del sistema respiratorio

El sistema respiratorio es el encargado de la provision de gases (fundamentalmente oxigeno) al
organismo [14]. Los pulmones son los 6rganos en los cuales la sangre recibe oxigeno del aire y a
su vez se desprende didxido de carbono que es producto del metabolismo celular. Las rutas entre el
ambiente y las unidades del intercambio gaseoso de los pulmones (alvéolos) son llamadas vias
aéreas y se pueden dividir en vias aéreas superiores e inferiores [14], [15].

Las vias aéreas superiores consisten en: nariz, cavidad oral, faringe y laringe. Sus funciones
principales son conducir el aire, humedecerlo y calentarlo, ademas de prevenir la entrada de
materiales extrafios [14].

Vias aéreas inferiores. Posterior al paso a través de la laringe, el aire entra en el arbol traqueo-
bronquial [14], la traquea se divide en bronquios principales, que a su vez se fragmentan en
bronquios lobulares y luego en segmentarios, después de subdividirse en varias ocasiones se
integran los bronquiolos que a su vez se segmentan hasta llegar a los conductos alveolares (Figura
2.1 C)) [14]. Al final de cada conducto alveolar, se encuentran los sacos alveolares. No toda la via
aérea toma parte del intercambio gaseoso debido a que de la traquea a los bronquiolos no hay
alvéolos, asi que estos segmentos son considerados tinicamente de conduccion del flujo aéreo [14].
El oxigeno trasportado a través del sistema respiratorio es finalmente llevado al torrente sanguineo
a nivel de los alvéolos donde se realiza el intercambio gaseoso [14]. El epitelio alveolar estd
formado principalmente por tres tipos de células:

- Neumocitos Tipo I (casi el 95 % de la superficie alveolar), células muy delgadas las cuales
son los sitios principales de intercambio gaseoso [15], [16].

- Neumocitos Tipo II, tienen microvellosidades y se cree que es la principal fuente de agente
tensoactivo pulmonar (surfactante). Se sithan en la interfase aire-liquido de los alvéolos y
desempefian un papel importante en la disminucion de la tension superficial del liquido que
delimita los alvéolos [15], [16].

- Macrofagos. Juegan un papel importante en la eliminacion de bacterias a este nivel

[15], [16].
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Figura 2.1. A) Vasos linfaticos de las vias aéreas bronquiales, arterias
pulmonares y venas. B) Alveolos rodeados por capilares. C) Alvéolo, liquido
intersticial. Figura modificada de [16], [15], [17].

Sistema vascular pulmonar. Los vasos sanguineos del lecho pulmonar también forman una
serie de tubos ramificados de la arteria pulmonar hacia los capilares y de regreso a las venas
pulmonares. Al principio, las arterias, las venas y los bronquios corren paralelos, pero hacia la
periferia del pulmoén, las venas se apartan para pasar entre los lobulos, mientras que las arterias
y los bronquios transcurren juntos por el centro de los l6bulos. Los capilares conforman una densa
red en las paredes de los alvéolos (Figura2.1 inciso B). El diametro de los segmentos capilares es
apenas lo suficiente para que pase un gloébulo rojo. La longitud de los segmentos es tan corta que la
densa red forma una capa de sangre casi continua a la pared alveolar. El aumento de la presion a
niveles elevados en los capilares o la insuflacion de los pulmones a volimenes altos pueden
aumentar el estrés de la pared de los capilares provocando dafios estructurales, los capilares
entonces pierden plasma hacia los espacios alveolares [14], [16].

Los grupos alveolo- capilares son rodeados y soportados por el intersticio el cual es una
sustancia que tiene dos compartimientos principales: el area entre el epitelio alveolar y el endotelio
de los capilares pulmonares, zona donde se produce la mayor parte del intercambio de gases,
ademas ocupa parte del espacio que rodea bronquiolos, ductos alveolares y sacos alveolares. Los
vasos linfaticos y las fibras neurales se encuentran en esta area (Figura2.1 inciso
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A) [16]. El contenido de liquido en esta area puede incrementar mas del 30 % antes de que se
desarrolle un cambio significativo en la presion [16]. Los vasos linfaticos son encontrados
superficialmente alrededor de los pulmones justo por debajo de la pleura visceral y en el denso
tejido conectivo que cubre los bronquiolos, bronquios, arterias pulmonares y venas [16]. La funcion
principal de los vasos linfaticos es remover el exceso de fluido y moléculas de proteinas que se
fugan fuera de los capilares pulmonares [16].

Equilibrio hidrico en el pulmdn. Puesto que la separacion entre la sangre capilar y el aire de los
pulmones es muy delgada, mantener el alvéolo exento de liquido es muy importante. El
intercambio de liquidos a través del endotelio capilar obedece la ley de Starling [16]. La fuerza que
tiende a llevar el liquido hacia fuera del capilar es la presion hidrostatica capilar menos la presion
en el liquido intersticial. La fuerza que tiende a traer el liquido hacia interior es la presion
coloidosmotica de las proteinas de la sangre menos la de las proteinas del liquido intersticial [16].
Esta fuerza depende del coeficiente de reflexion que indica la efectividad del capilar para evitar el
paso de proteinas a través de ella [16].

El liquido que se filtra dentro del intersticio de la pared alveolar circula a través del
espacio intersticial hacia los espacios perivascular y peribronquial dentro del pulmoén [16]. Hay
numerosos linfaticos que transcurren por el espacio perivascular y ayudan a trasportar el liquido
hacia los ganglios linfaticos [16]. Cuando dicho equilibrio no puede ser mantenido por alguna
anormalidad y se excede el contenido de liquido a nivel intersticial o alveolar se conoce como
“edema pulmonar” [16].

Edema Pulmonar. Se desarrolla cuando el movimiento del liquido de los vasos sanguineos al
espacio intersticial y en algunos casos al alveolar, excede el regreso de liquido a la sangre por la via
linfatica. Ya sea iniciando por un desequilibrio de las fuerzas de Starling o por un dafio primario
de varios componentes de la membrana alveolo- capilar, la secuencia de intercambio de liquido y
acumulacion en los pulmones es la misma y puede ser separada en tres etapas [16]:

Etapa 1. Existe un incremento en la transferencia de liquido de los capilares al espacio
intersticial [18]. Las uniones capilares endoteliales del pulmén son ampliadas por un incremento de
la filtracion o por dafios toxicos en la membrana. A pesar del incremento en la filtracion, no hay un
aumento en el volumen porque existe un incremento del drenaje linfatico [18].

Etapa 2. La carga filtrada de los capilares pulmonares al espacio intersticial incrementa por
arriba del limite, los linfaticos no son capaces de seguir el ritmo, liquidos y coloides empiezan a
acumularse en el compartimento intersticial cercano a los bronquiolos, arteriolas y vénulas.

Etapa 3. Con mayor aumento en la carga filtrada, los limites de volumen de los espacios mas
compatibles del espacio intersticial se superan y el liquido comienza a acumularse en lugares
menos cercanos al intersticio. La membrana alveolo capilar es tan delgada que es inmediatamente
cruzada en estos momentos, por lo cual la inundacion alveolar ocurre [18].



Dicha inundacién decrece la oxigenacion pulmonar lo que resulta en un deterioro de la funcion
ventricular izquierda. Este mecanismo conduce a un incremento de la presion capilar pulmonar
y empeoramiento del edema pulmonar (ver figura 2.2).
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Figura 2.2. A) Comparaciéon de un alvéolo en condiciones normales y con edema
intersticial y alveolar. B) Vista en seccion transversal de los alvéolos con edema
pulmonar. Patologia incluye (1) edema intersticial, (2) la congestion de fluido a
través del intersticio de la pared alveolar, y (3) secreciones espumosas blancas en
los alvéolos. Figura modificada de [16] y [17]

2.2. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)

Las enfermedades obstructivas del pulmén son muy comunes y cada vez ocupan un lugar mas
importante como causa de mortalidad [19]. La EPOC suele ocurrir en pacientes que presentan
efisema, bronquitis crénica o una combinacion de ambas [19]. Se puede caracterizar por falta
progresiva de aire, tos cronica, obstruccion de la via aérea, alteracion en el intercambio gaseoso
y poca tolerancia a actividades que requieran esfuerzo fisico [19]. La prevalencia de la EPOC en
paises desarrollados va del 3 al 6 % en sujetos mayores de 50 afios [1], [19]. En México, tan solo
en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias la EPOC se ubicé en el cuarto lugar en la
tabla de morbilidad y mortalidad anual. Actualmente, la EPOC ocupa el cuarto lugar en cuanto a
mortalidad a nivel mundial y de acuerdo al INEGI en M¢éxico se ubica como quinta causa de
muerte [2], [19].



2.3. Trasplante pulmonar

El trasplante pulmonar es una terapia que puede ser efectiva para pacientes que sufren de
alguna enfermedad pulmonar terminal. Las patologias capaces de producir dafio pulmonar terminal
son muy variadas, pero en términos generales pueden dividirse en aquellas de origen obstructivo
(EPOC, efisema), las de tipo intersticial (fibrosis pulmonar), las de origen infeccioso cronico
(fibrosis quistica, bronquiectasias) y las de patologia vascular (hipertension pulmonar primaria).
Con mucho, el diagnéstico mas frecuente es la EPOC [1]. El reporte de la Sociedad Internacional
para el Trasplante de Corazon y Pulmén del 2011 (ISHLT por sus siglas en inglés) sefald que
hasta el 2009, mas de 25 000 trasplantes fueron realizados alrededor del mundo a partir del primer
trasplante con éxito hecho en la Universidad de Toronto en 1983 [4] . En México el primer
trasplante pulmonar fue realizado en el afio de 1989 por el Doctor Santillan Doherty. En [20] el
Doctor Santillan informé que, durante el periodo del afio 1989 al 2003 y de acuerdo con el Centro
Nacional de Trasplantes de la Secretaria de Salud, se realizaron solamente 22 trasplantes de pulméon
en México. Al igual que en otras partes del mundo, la falta de donadores en México es un gran
problema [1], esta carencia de donadores, aunada a otros factores, ha impedido que este
procedimiento se consolide en México. Esto tiene como consecuencia un largo tiempo de espera
de pacientes que aguardan por un trasplante lo que incrementa la tasa de muertes, tal hecho
demanda el uso optimo de los 6rganos disponibles en el sentido del cuidado del posible donador,
seleccion del receptor adecuado y manejo del o6rgano durante su transporte [21], [20]. La
viabilidad del pulmoén a trasplantar ain se encuentra limitada a un tiempo que rara vez excede las
seis horas a pesar de utilizar soluciones especializadas que eviten el deterioro del pulmon, lo cual
es una debilidad en el proceso de trasplante ya que el exceder este tiempo podria ser causa de que
el trasplante no sea exitoso y muerte del paciente [1].

2.4. Falla primaria injerto

Las causas de mortalidad dentro del primer afio posterior al trasplante se relacionan con falla
primaria del injerto que ocurre en el receptor en las primeras 72 horas realizada la cirugia [1].
Segtn datos de la ISHLT tiene relacion con un 30 % de éxito en el postoperatorio inmediato y ha
sido tratada bajo diferentes nomenclaturas, tales como: “sindrome de isquemia- reperfusion”,
“respuesta de reimplantacion” o “disfuncion precoz del injerto” [3], [4] [22].
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Figura 2.3. El FPI puede ser promovido o agravado por multiples eventos que
ocurren en el donador después de su muerte cerebral. Figura traducida de [5].

La patogenia de la FPI es multifactorial, algunos de ellos involucrados por el manejo del
donador mientras es aprobado el trasplante y otros por el manejo del 6érgano antes de su
trasplante (durante la preservacion) [3], [5]. A continuacion se describen de acuerdo al sitio donde
suceden:

2.4.1. Factores que ocurren en el donante

Muerte encefalica. Acontecida la muerte encefalica del donador, se da lugar a una
alteracion de la homeostasis celular al producirse cambios en la funcidon endocrina junto con
una intensa reaccion inflamatoria. Estas alteraciones reducen la tolerancia del injerto a la
isquemia [22].

Estrategia ventilatoria. La estrategia ventilatoria del donador puede exacerbar la lesion del
pulmoén que ya ha sido provocada por la respuesta inflamatoria sistémica. No se han llevado a
cabo ensayos para definir que modalidad ventilatoria es superior a otra en el cuidado del
donante por esto, los beneficios de la estrategia ventilatoria deben ser explorados [22], [23].
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La Atelectasia (Disminucion de volumen pulmonar) suele ser comun en los pulmones de los
donadores cadavéricos debida a la ventilacion prolongada en posicion supina. La prevencion
de atelectasia puede reducir el trauma por el cierre y reapertura ciclica de regiones pulmonares
colapsadas [23], [24], [25].

2.4.2. Factores que ocurren antes del trasplante

Tiempo de isquemia- hipoxia. El periodo de isquemia sucede desde que el organo es
extraido hasta que llega al lugar del trasplante [3]. Durante este periodo el metabolismo
anaerobio se convierte en la principal fuente de ATP [3]. Un suministro inadecuado de oxigeno
y un ineficiente removimiento de productos de deshecho pueden eventualmente cesar la
sintesis de ATP, esto perjudica la funcion celular, tal como la estabilidad de la membrana
celular, y también da lugar a la acumulacion de enzimas capaces de generar radicales toxicos
de O2 [26]. A su vez, la isquemia activa macréfagos que liberan citocinas, estas citocinas
activan los linfocitos T y los neutrofilos durante la reperfusion. La activacion y acumulo celular
de neutréfilos, liberacion de radicales libres del oxigeno y activacion de enzimas va a lesionar la
c¢lula endotelial progresivamente, alterando la permeabilidad de la membrana y ocasionandose
edema [5], [27].

Preservacion pulmonar (Isquemia fria). El concepto basico de la preservacion es conservar
la viabilidad del 6rgano intentando mantener la integridad del tejido a nivel celular desde el
momento de la extraccion hasta su trasplante [28]. La preservacion tiene como objetivos; 1)
minimizar el efecto de la isquemia con el fin de mantener la integridad morfologica, bioquimica
y funcional del pulmoén , 2) que esta integridad se mantenga el mayor tiempo posible y 3)
optimizar su funciéon una vez implantado [29]. El método mas usado en la preservacion de
organos es conservarlos alrededor de 4° C (isquemia fria o almacenamiento en frio, figura

2.4), donde se espera minimizar el metabolismo del tejido y por lo tanto su consumo de
energia, pero estudios han reportado que la preservacion pulmonar a 4 °C sélo provoca un
decremento de la tasa metabdlica de un 5 % en comparacion a los 37 °C [29]. A pesar de que la
hipotermia es esencial para el almacenamiento del 6rgano, este factor es asociado con una serie
de eventos que también perjudican el estado del tejido [22].

2.4.3. Factores que ocurren en el donador

Reperfusion. Ocurre en el receptor, al entrar el tejido en contacto nuevamente con la
circulacion sanguinea, aqui se conduce a la liberacion de neutrofilos, obstruccion capilar,
iniciacion y propagacion de la cascada inflamatoria. La llegada del oxigeno acarrea la
generacion de radicales de O, tal como se ha descrito con anterioridad, incrementando el dafio
tisular [5], [27].
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Figura 2.4. Método de preservacion de organos estandar. Corazon en hielo.
Figura obtenida de [30]

El aumento de la permeabilidad capilar con edema alvéolo-intersticial, incremento de las
resistencias vasculares pulmonares y la pérdida de distensibilidad pulmonar conllevaran a un
deterioro de la ventilacion, hipoxia, hipercapnia y eventualmente a fallo cardiaco derecho. El
surfactante pulmonar se modifica por la isquemia y la reperfusion provocando colapso
alveolar, alteracion de la relacion ventilacion/perfusion y descenso de la oxigenacion [5], [27].

El fendbmeno isquemia-reperfusion, se ha sefialado como la principal causa de FPI, por
ello la atencion de los médicos de trasplante de pulmon se ha enfocado en la evaluacion de la
técnica de la preservacion eficaz y del manejo cuidadoso de los pulmones trasplantados
después de la reperfusion, con el fin de reducir la severidad de la lesiébn por isquemia-
reperfusion y la incidencia de fallo primario del injerto [5], sin embargo; la confirmacién de la
viabilidad del érgano preoperatorio podria ser el unico método de evitar el desarrollo de FPI
[31].

En base a los aspectos mencionados, los cuidados para prevenir la incidencia de FPI
pueden enfocarse en:

1. Cuidado del donador mediante la evaluacion de su pulmoén, como un intento
para seleccionar organos capaces de manejar un periodo de isquemia sin presentar alguna
discapacidad significativa posterior a su reperfusion, ya que a pesar de los perfeccionamientos
en las técnicas quirtrgicas y cuidados pre operatorios han mejorado los resultados del trasplante
pulmonar, aun se registra una tasa de sobrevivencia muy pobre [5].

2. Cuidado del o6rgano por medio del mejoramiento del proceso de preservacion,
con el fin de minimizar el dafo pulmonar durante el periodo de isquemia- reperfusion [1], el
cual puede ir en diferentes direcciones como:
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a. Mejora de las soluciones de preservacion en la que se encuentra inmerso el drgano.

b. Innovacion en la técnica de almacenamiento, sustituyendo la tradicional isquemia fria o
almacenamiento en frio por maquinas que permitan controlar la temperatura, perfusion del
organo, presiones arteriales y venosas, ventilacion del 6rgano.

c. Implementacién de técnicas de monitoreo del érgano durante su preservacion, como una
herramienta en el manejo 6ptimo de dichos 6rgano.

3. Seguimiento injerto una vez realizado el trasplante por medio de técnicas que
no requieran el traslado del paciente del area de cuidados intensivos, que brinden informacion
del funcionamiento del érgano implantado y que sean lo minimamente invasivas.

2.5. Edema de isquemia -reperfusion

El edema de reimplantacion o también denominado edema de isquemia- reperfusion es la
principal anormalidad fisioldgica, después de un periodo de isquemia. Se relaciona con una
alteracion en la funcioén de la membrana alvéolo-capilar, para lo cual existe un incremento en
la resistencia vascular pulmonar, causa una extravasacion de liquido hacia el espacio intersticial
y alveolar [26], [32], [33]. La medicion constante del edema tiene un papel clave en el
diagnostico del edema pulmonar en muchas areas; sin embargo, las técnicas actuales no proveen
informacién en tiempo real [7], [34], [35].

La cantidad de liquido extravascular presente en el pulmon (LEVP), abarca todo el fluido
dentro del pulmén pero fuera del compartimento extravascular. Esto incluye el plasma
extravasado, asi como el liquido intracelular, fluidos linfaticos y surfactantes. La mayoria de
indices clinicos usados para detectar el liquido pulmonar, no son lo suficiente sensibles o
especificos para proveer informacion util sobre la extravasacion y eliminacion del LEVP [35].

2.6. Sistemas de preservacion y monitoreo del tejido
pulmonar

El tiempo de isquemia, las condiciones de preservacion del injerto y cuidado del donador
son factores directamente asociados a la apariciéon de la lesion por isquemia -reperfusion, lo
que estd motivando a que no se analicen solamente distintos liquidos de preservacion y de
sustancias potencialmente protectoras, sino también la presion a la que se han de perfundir
dichos liquidos, la presion de insuflacién del injerto y el uso de isquemia caliente durante
su preservacion y transporte, ademas de mejorar el cuidado del donador [5], [21], [36]. Por
lo que nos encontramos ante una encrucijada de estudios experimentales cuya finalidad es
poder determinar las condiciones idoneas de preservacion del injerto y manejo del donante
que permitan tiempos mayores de isquemia junto con una disminucion de la incidencia de la
disfuncion precoz del injerto. Una técnica ideal para la preservacion de los pulmones y otros
organos representaria proveer algunas condiciones en las que se encuentra el organo
naturalmente (temperatura, perfusion del liquido de preservacion, insuflacion, presion arterial
y venosa, entre otras). Una solucion prometedora en cuanto a preservacion seria implementar
un sistema que efectiie la recirculacion de una solucidén de preservacion y que facilite la
regulacion de algunas variables como la temperatura de perfusion, flujo de la solucién,
ventilacidon, entre otras. A su vez un paso importante en la investigacion de la correcta
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preservacion es la determinacion de indicadores de la calidad del organo antes de su

extraccion, durante su preservacion- transporte y posterior al trasplante (monitoreo), lo cual
puede ayudar a aclarar bajo qué condiciones es posible mantener un pulmon viable por mas
tiempo [5]. El monitoreo del tejido durante su preservacion puede ser un factor importante en
el proceso de trasplante, pudiendo apoyar en la investigacion del por qué y como sucede la
lesion en el tejido, en la innovacion o mejora de las técnicas de preservacion, cuidado del
donador y hasta como método para la confirmacion de viabilidad antes del trasplante.

2.7. Deteccion y cuantificacion de edema pulmonar

Existen diferentes métodos de cuantificacion de edema pulmonar aplicadas en la clinica y
en el area de investigacion, entre los cuales se encuentran:

Radiografia de torax. El método més usado para estimar la cantidad de liquido pulmonar
presente, la cual se basa en la deteccion de un numero de signos radioldgicos considerados
como indicadores de congestion pulmonar y edema. Estos criterios han usado grados que
corresponden a alguna etapa de edema pulmonar. La radiografia de térax tiene ventajas
como:

B Es un método repetible

W Facil de obtener

B Puede usarse de forma ambulatoria.

Pese a ello, se ve afectada por la posicidon, volumen pulmonar y otras anormalidades
radiograficas. Ademas, la tiene poca sensibilidad a pequefios cambios en la cantidad de LEVP
[34]. Estudios experimentales en animales han indicado que solo hay evidencia de LEVP en la
radiografia de torax si el liquido pulmonar incrementa en un 35 %, el diagndstico depende del
observador, al existir muchos reportes de la poca concordancia entre observadores en la
interpretacion de la radiografia de torax e incluso entre expertos [32], [37].

Tomografia axial computarizada (TAC). La TAC y sus variantes permiten una mejor
evaluacion, siendo un método mas especifico, ya que facilita la visualizacion multiplanar y
tridimensional, pese a ello, no puede ser usada de forma frecuente debido a las radiaciones
ionizantes, su uso involucra un costo elevado, ademas, no puede proveer informacion
diagnostica en tiempo real, lo cual la descarta como técnica de seguimiento del estado pulmonar
[7], [38], [39]. Los avances en métodos de imagen como es la Resonancia Magnética permite
una mejor aproximacion cuantitativa del liquido pulmonar.
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Resonancia magnética (RM). Provee una mejor resolucion morfolégica que la TAC. Las
imagenes por RM son aplicables a las evaluaciones del contenido de liquido pulmonar y su
distribucion porque la seiial de la RM es proporcional a la densidad de protones del tejido. La
imagen por RM es:

W No invasiva

B Facilmente repetible

B Libre de radiacion ionizante y particularmente adecuada para la evaluacion espacial de la
distribucion del liquido pulmonar.

El contenido de liquido pulmonar y distribucion ha sido estimado en modelos animales in vivo,
bajo condiciones normales y varios modelos experimentales de edema [39]. Sin embargo, la
aplicacion de la Resonancia Magnética también tiene algunos problemas y limitaciones. Uno
de ellos es la falta de movilidad del sistema lo que dificulta su uso como sistema de monitoreo.

Termodilucion con doble indicador. Dos indicadores son simultineamente inyectados en la
vena cava y muestreada de la arteria femoral. El método calcula el volumen de distribucion de los
dos indicadores y por medio de la diferencia de ellos el volumen de liquido extravascular [32],
[35], [7]. Esta técnica tiene la ventaja de ser portatil. Por muchos afios ha sido una herramienta
bastante util; sin embargo, tiene limitaciones significativas, desde que la técnica es invasiva, es
relativamente cara y consume mucho tiempo [40].

2.7.1. Meétodos “Estandar de Oro”

Evaluacién gravimétrica
Los métodos gravimétricos son el “Estandar de Oro”, contra los cuales otros métodos deben

ser evaluados [41], [6]. Los cambios en peso son la forma mas sencilla de evaluar la ganancia de
liquido en pulmones, dentro de los indices mas usados se encuentran:

s Cambios peso mojado (pulmon)
» Relacion peso mojado /peso seco (pulmoén)
» Relacion peso mojado (pulmoén)/peso corporal

Estas técnicas son faciles de aplicar de forma experimental y en general solo requieren una
balanza lo suficiente sensible y un horno de secado [6].

Medicion de la permeabilidad en pulmones aislados

Las preparaciones de pulmones aislados y perfundidos han sido una herramienta estdndar para
la evaluacion del dano vascular por muchas décadas, en esta técnica se monitorean la presion
arterial pulmonar (PAP) y la presion venosa pulmonar (PVP) y el peso (W) del pulmén
simultineamente, los cambios en la resistencia vascular, la filtracion transvascular y la formacion
de edema debido al incremento de la presion de la filtracion vascular pueden ser detectados.
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Los requerimientos de este equipo incluyen transductores de presion y peso (galga

extensiométrica), un ventilador, una bomba de perfusién, una trampa de burbujas arterial, un
bafio maria para controlar la temperatura [42], [43].

Coeficiente de filtracion capilar (Kfc). El Kfc permite evaluar la permeabilidad en
pulmones aislados, puede ser repetido algunas veces permitiendo comparaciones estadisticas y ha
sido usado extensamente en la deteccion de dafio en pulmones aislados de rata [6]. Se calcula
mediante la ecuacion 2.1, para ello se realiza una comparacion de la ganancia de peso AW,
producida por el incremento en PVP, como se muestra en la figura 2.5. Notese que la curva de
ganancia de peso producida por el incremento de PVP esta caracterizada por una fase de ganancia
rapida la que corresponde al incremento en el volumen pulmonar debida a la distension de los
vasos sanguineos y, una fase lenta o de filtracion, los cambios en la ganancia de peso son
evaluados en la fase de filtracion ya que dicha etapa refleja la capacidad de la membrana de
mantener un flujo o permeabilidad es por ello que al final de la curva la ganancia de peso se hace
constante, esto ocurre en condiciones normales. El incremento en la presion venosa debe exceder
5 cmH,0 para asegurar una tasa de filtracion que pueda ser facilmente medible.

2.1 _AWB)e
@D o= APc

4.5

o
g
8
& 3
= g-08) \
0| incremetho de '12 3 H g
presion Tiempo, minutos
venosa
15 pulmonar
"0 1 2 3 3 5 6

Tiempo, minutos

Figura 2.5. Curva de ganancia de peso (AW,;) ocasionado por el incremento de
PVP. El recuadro muestra el semilogaritmo de AW, en diferentes porciones de
la curva. Linea 1: de 2-3 minutos (linea roja), linea 2: de 5-6 minutos (linea
azul) Figura realizada en base a [6].

El incremento en la presion capilar de filtracion (APc ) se determinada mediante el cambio en
la presion de doble oclusion medida antes y después del incremento de PVP [44]. El cambio de

(AW:/At)to o5 estimado mediante la extrapolacion logaritmica a tiempo O recuadro de la figura 2.5.
La desventaja de este método es que solo es usado de manera experimental y permite pocas
mediciones [44].
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Como ya se ha mencionado en las secciones anteriores, las diversos impedimentos de los

métodos ya existentes para su uso como técnicas de monitoreo han motivado la busqueda de
otras técnicas que puedan ser implementadas, como la evaluacion del tejido por medio de la
variacion de sus propiedades eléctricas, lo que es llamado impedancia bioeléctrica o bioimpedancia.
Midiendo la impedancia bioeléctrica en respuesta al paso de una corriente alterna de baja
amplitud, el cuerpo produce un valor de resistencia que se puede correlacionar con algunos
métodos gravimétricos mediante la correccion apoyandose de la ganancia de peso [35].

2.8. Principios basicos de la biompedancia.

La impedancia eléctrica, se define como una medida de la oposicion de un material al paso de
una corriente sinusoidal alterna (AC). La impedancia extiende el concepto de resistencia descrita
por la ley de Ohm en (Voltaje = Corriente * Resistencia) en un circuito en AC, ya que no solo
describe la amplitud relativa del voltaje y de la corriente, sino también su fase. Tanto capacitores
e inductores pueden causar cambios en la fase, por ello la impedancia es un término que se aplica
generalmente a circuitos en CA que contienen ambos elementos [45].

Matematicamente la impedancia (Z) se describe por un numero complejo que consiste en un
componente real y una parte imaginaria como:

Zj:z Fi/—lil[X

donde R, es el valor de resistencia y X de reactancia.

La bioimpedancia es un término usado para describir la respuesta de un organismo
bioldgico a una corriente eléctrica alterna externa, es decir la oposicion del tejido biologico
al flujo de una corriente eléctrica alterna.

Propiedades eléctricas de los tejidos biologicos

Un electrolito es cualquier sustancia que contiene iones libres, los que se comportan
como un medio conductor eléctrico. El tejido vivo, desde este punto de vista es un
conductor eléctrico, tanto el liquido intracelular como el extracelular contienen iones libres
para migrar. El agua, al ser el principal componente del cuerpo humano, es el principal
responsable de que actué como conductor. Los acidos, bases y sales reaccionan con las
moléculas de agua para formar iones separados. El agua ioniza las sustancias y estos iones
dan a la solucion la propiedad de conducir electricidad. Las células vivas contienen y estan
rodeadas por electrolitos, la sangre humana por ejemplo, posee cationes como: sodio,
potasio, hidrogeno; aniones con bicarbonato de sodio, cloro, proteinas entre otros. [46].
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Propiedades eléctricas de la membrana celular.

La célula por medio de la permeabilidad de la membrana controla el paso a ciertos iones,
tal fendmeno esta ligado a corrientes eléctricas las cuales pueden cambiar de intensidad
rapidamente, debido a la entrada y salida de iones [46].

La bicapa lipidica de la membrana es el importante fundamento de la naturaleza
capacitiva (propiedad de un elemento para mantener una carga) de las células y los tejidos.
El potencial de la bicapa mas el potencial entre la doble capa en cada superficie de la
membrana, promueve la existencia de un valor capacitivo [46]. La conductancia (facilidad
que ofrece un material al paso de una corriente eléctrica) de la membrana es principalmente
gobernada por los canales de iones activos, de los cuales el mas importante es la bomba
sodio- potasio.

La bomba sodio potasio es un sistema de transporte de iones sodio (Na') hacia afuera
de la célula, y de iones potasio ( K") al interior de la misma, donde es necesario el consumo
de ATP [46], la bomba sodio potasio es muy importante ya que participa en:

Mantenimiento de la osmolaridad y del volumen celular. Entre el interior y el
exterior de la célula existen diferentes niveles de concentracion [47], para mantenerla en
equilibrio es necesario cierto gasto de energia para igualar la concentracion de sodio y
potasio en ambos lados de la célula [47].

Transporte de nutrientes. El gradiente producido por el Na® impulsa el transporte
acoplado (activo secundario) de la mayoria de nutrientes al interior de la célula [47], lo
que quiere decir que el fuerte gradiente que impulsa al sodio a entrar en la célula es
aprovechado por proteinas especiales de membrana para “‘arrastrar’ otros solutos de interés
utilizando la energia que se libera cuando el sodio se introduce en la célula [47].

Potencial eléctrico de membrana. El analisis del comportamiento eléctrico de la
membrana celular en reposo puede simplificarse usando un modelo eléctrico pasivo llamado
circuito eléctrico equivalente [48]. El circuito equivalente de la membrana permite operar
con elementos fisicamente bien definidos cuyo comportamiento eléctrico tiene una
representacion formal [48].

Un modelo comun del tejido bioldgico es su representacion con un circuito eléctrico
equivalente como el presentado en la figura 2.6. Los elementos que lo forman son: Re, que
representa la resistencia de la parte extracelular del medio; Ri, resistencia de la parte
intracelular, y C, capacitancia equivalente originada por la presencia de membranas
celulares [48]. Mientras que la capacitancia depende de las caracteristicas de la membrana
del tejido (canales i6nicos, acidos grasos, uniones celulares), su resistencia depende
principalmente de las caracteristicas del fluido intra y extracelular (composicién y cantidad),
consecuentemente cada tejido tiene caracteristicas de impedancia diferentes [46].
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Figura 2.6. Circuito equivalente del tejido bioldgico. Re: resistencia extracelular,
Ri: resistencia intracelular, C: capacitancia equivalente de la membrana celular.

2.9. Espectroscopia de impedancia

La espectroscopia de impedancia (EI) es un término general que incluye la aplicacién de
corriente eléctrica alterna a diferentes frecuencias, a un material en particular, y el registro
de los cambios de voltaje, al atravesar la corriente eléctrica dicho material; asi como el
analisis subsecuente de la respuesta en frecuencia para producir informacioén ttil acerca de
las propiedades fisicoquimicas de un sistema [9], [12]. La impedancia de los tejidos
bioldgicos resulta de la interaccion de una corriente eléctrica con el tejido a nivel celular o
molecular, lo cual depende del rango de frecuencias de interés. Las propiedades dieléctricas
de las membranas celulares y sus interacciones con los electrolitos extra e intracelulares
pueden medirse en el rango de 1kHz a 10 MHz [49].

La corriente a bajas frecuencias fluye principalmente a través del liquido
extracelular debido a la capacitancia de la membrana celular, a altas frecuencias la
corriente no puede ser bloqueada por las membranas y se conduce a través del liquido
extracelular e intracelular (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Vias de conduccion de la corriente a diferentes frecuencias en el
tejido [50]

Dispersion en los tejidos. Cuando el valor de impedancia cambia en un rango definido, se
dice que existe una region de dispersion, estas regiones se encuentran en rangos particulares
para cada tejido y en los tejidos biologicos, existen 3 regiones de dispersion llamadas a, By v
(Figura 2.8).

M - Zona a. La primera region de dispersion se presenta a bajas frecuencias, generalmente
entre 10 Hz y 1KHz. En esta region los cambios de impedancia son pequeiios y se deben
principalmente a procesos de difusion idnica a un lado de la membrana celular.

W -Zona B. Lasegunda region de dispersion se presenta entre I0KHz y 10 MHz. En esta region
los cambios se relacionan principalmente con la polarizacion de la membrana celular, la cual actia
como barrera al flujo de iones entre los medios intra y extra celulares. Ademas, se produce una
polarizaciéon de proteinas y macromoléculas organicas.

M- Zona y. La tercera region de dispersion se presenta a altas frecuencias (mayores de 100
MHz). En esta region los cambios se asocian al contenido de agua, electrolitos y proteinas de
los tejidos.

Estas zonas pueden identificarse en la grafica reactancia vs frecuencia como los rangos en que
se presenta un valor maximo reactivo, la localizacion de estos maximos depende del tejido
analizado [8].
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Figura 2.8. Zonas o regiones de dispersion en el tejido biologico [8].

Algunas patologias como la isquemia, infarto o necrosis implican alteraciones celulares
que se reflejan como cambios de impedancia. En la mayoria de los casos, el evento es
detectado debido a una alteracion en los volimenes extra e intracelular. En la figura 2.9
se ilustra la diferencia del paso de corriente en el tejido normoéxico e isquémico. Durante
condiciones normales de oxigeno, una cantidad significativa de corriente a baja frecuencia
es capaz de fluir a través de los espacios extracelulares. Cuando la isquemia y la
consecuente falta de oxigeno (hipoxia) son causadas por cualquier medio, las células no
son capaces de generar la suficiente energia para alimentar las bombas ionicas y el liquido
extracelular penetra al interior de la célula. Como consecuencia, las células crecen e invaden
el espacio extracelular. Esto produce una reduccion de la corriente de baja frecuencia que
provoca una disminucion en este modulo de impedancia a baja frecuencia.

El proceso de necrosis que sigue de un periodo largo de isquemia puede ser también
detectado ya que la pérdida de la integridad de la membrana permite la continuidad
entre el medio intra y extracelular, por lo tanto la magnitud de impedancia a bajas
frecuencias decrece [51]. La extraccion de parametros caracteristicos mediante la
implementacion de modelos matematicos ha permitido un mejor estudio y evaluacion del
tejido isquémico, inflamacion y edema [51], [52]. Un ejemplo es la obtencion de
frecuencia caracteristica (f,;,x) del centro de la zona de dispersion y el valor de impedancia
en dicha frecuencia (Z,.x), que pueden utilizarse como parametros para evaluar
inflamaciéon y edema [51]. Se sefiala que eventos como edema e inflamacién en el tejido
de vejiga producen movimiento de la frecuencia caracteristica, disminuyendo en la
formacion de edema e incrementando en inflamacion [51]. También se sefiala que niveles
progresivos de edema e inflamacion parecen tener efectos contrarios en las
caracteristicas en los extremos del espectro ya que con la inflamacion incrementa la
impedancia y con el edema decrecen las medidas de impedancia [51], [52].
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Figura 2.9. Ilustracion que muestra la diferencia del flujo de corriente en el
tejido normoxico e isquémico, Figura tomada de [8]

El trabajo descrito por Beltran N. y colaboradores demuestra la utilidad de la extraccion
de parametros caracteristicos, donde la extraccidén de los valores de reactancia y resistencia
maxima en la frecuencia central en zona alfa y beta son buenos predictores de problemas
derivados de hipoperfusion del tejido gastrico pudiendo indicar el riesgo de shock en
pacientes con cirugia cardiovascular, [52], [53].

En general la espectroscopia de impedancia ha demostrado que pueden proveer
informacion la cual no puede obtenerse via otros métodos de diagndstico, ofreciendo las
siguientes ventajas como uso continuo, es barata, segura, de facil lectura y portatil, lo cual
es bueno para el monitoreo del tejido, puede llevarse a cabo en un laboratorio facilmente y
sin riesgos para el investigador y de igual forma en el sitio donde se encuentre el paciente
[49], [54].

Aplicaciones de la espectroscopia en tejidos para trasplante.

Varios trabajos realizados han indicado las ventajas del uso de impedancia en tejido para
trasplante [55], [56], [57], [58]. En el caso de tejido renal se indica que la evaluacion de la
viabilidad del injerto actualmente se enfoca en el monitoreo de presion y flujo durante la
preservacion por perfusion hipotérmica o en medicion de parametros bioquimicos [55]. La
determinacion de estos parametros requiere el uso de maquinas de preservacion las cuales
no son usadas de forma rutinaria en todos los lugares de trasplante. Sin embargo, aun se
puede evaluar mediante una biopsia, la cual es invasiva y no siempre es concluyente [55].
En contraste las mediciones de impedancia proveen informacion fisioldégica y morfologica
del tejido y puede usarse como indicador de la condicién del injerto [55].
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En Ahn HS y cols., indican que es posible medir y diferenciar por medio de impedancia

el dafio por isquemia- reperfusion en higado. Los cambios mas significativos con respecto al
tiempo de isquemia en tejido hepatico fueron encontrados a bajas frecuencias en un rango
de 120 a 100 KHz [56]. En un trabajo posterior hecho por Cascales P. y cols., se indica que
el mejor indicador encontrado por ellos es el valor de impedancia a 200 Hz el cual incrementa a
medida de la formaciéon de edema en el tejido hepatico [57]. En general se ha enunciado en
diferentes trabajos que las mediciones de bioimpedancia son un buen método de prediccion de
la viabilidad del injerto. A pesar de los trabajos ya enunciados, no existen referencias del uso de
impedancia para determinar la viabilidad del tejido pulmonar.

Mediciones de impedancia en tejido pulmonar

En cuanto al tejido pulmonar existen trabajos dirigidos a la caracterizaciéon de sus
propiedades eléctricas entre los mas destacados se encuentran los trabajos realizados por
Suroweic A., en 1987, Noop P., en 1997 en los cuales se discute que el pulmon al ser
conformado por millones de sacos alveolares con aire, los cuales conforman la mayor parte
del volumen del tejido pulmonar, y una compleja red o vasos conductores sanguineos
alrededor de las paredes alveolares, a diferencia de otros tejidos [59], [60] se observa lo
siguiente:

1. La impedancia del tejido pulmonar es elevada con respecto a los demas tejidos
debido a los espacios aéreos [59].

2. La impedancia pulmonar es dependiente del contenido de aire siendo mayor
su valor cuando incrementa su contenido de aire. Durante la expiracion existe un colapso
parcial alveolar [60].

3. Las células capilares de pulmén tienen un tiempo de relajacion mas largo
que la sangre [60].

4. La zona de dispersion beta podria reflejar principalmente la polarizacion de
los capilares y las estructuras celulares del epitelio que rodea el alvéolo [60].

5. Existe una influencia en las propiedades eléctricas del pulmon atribuidas a la
membrana alveolar y el liquido surfactante [59].

6. En los datos obtenidos en rangos de 10 kHz a 100 MHz, es notable un aumento
del tiempo de relajacion en las curvas de dispersion [59].

7. El espectro de impedancia del tejido pulmonar depende del contenido de aire,
el nimero de alveolos, el volumen de sangre, el espacio intercelular, células epiteliales y
endoteliales [60].

En cuanto a edema pulmonar se refiere, se pueden encontrar trabajos que mencionan lo
siguiente:

a. En mediciones realizadas a 100 KHz de manera transtoracica, la impedancia tiende a
disminuir conforme a la severidad del edema, pero las mediciones a esta Unica frecuencia
no son del todo utiles para determinar a qué nivel se encuentra el edema [39].
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b. A pesar de existir una relacion entre la formacion de edema y las mediciones de impedancia
realizadas en el torax, existen pocos trabajos que indiquen que tan sensible es la técnica [23].

c. Debido a la gran variabilidad de valores obtenidos (mayor al 28 %) entre sujetos, resulta
conveniente el estudio comparativo por sujeto, estableciendo una linea de base [39].

d. Existe una ligera diferencia entre los valores obtenidos entre pulmén izquierdo y derecho
debido a sus diferencias en volumen, los cuales no tienen significancia, pero deben ser tomados en
cuenta [38].

e. Los valores de resistencia del pulmon medidos en la superficie de térax pueden superar los
1000 Ohms [38].

Como ya ha sido mencionado no se han encontrado referencias dirigidas al uso de la
espectroscopia de impedancia para el seguimiento del tejido pulmonar para trasplante.

Por otra parte, los trabajos realizados por Nopp [60], Mayer M., [61], Adler A. [23] y Zlochiver
S. [38], a pesar de usar espectroscopia de impedancia en pulmones estan dirigidos en la formacion
de una imagen semejante a la tomografia (tomografia de impedancia) y dan énfasis en los cambios de
la parte real de la impedancia o en el cambio de la resistividad (Ohms*m) del pulmon. Aunque los
trabajos realizados por Fein A, Grossman R y cols. [39], y Lisa Beckmann y cols. [62], reportan
mediciones de edema pulmonar por impedancia, sus resultados se enfocan en los cambios de
impedancia sin el analisis de los cambios de la parte real e imaginaria por separado. La evaluacion
simultanea de la parte real (resistencia) e imaginaria (reactancia) durante la formacion de edema y
los cambios en el contenido de liquido pulmonar es de gran importancia, ya que puede brindar
informacion valiosa y adicional a la que ha sido reportada en los trabajos ya mencionados.

Debido a que la formacion de edema pulmonar no sélo involucra cambios en el volumen de
liquido intra y extracelular, sino que también cambios a nivel membrana celular, en esta tesis se
considera necesario analizar la modificacion de la impedancia observando los cambios de la parte
relacionada con el volumen intra y extracelular (resistencia) y la relacionada con la membrana celular
(reactancia).
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CAPIiTULO 3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen diferentes métodos de cuantificacion de edema pulmonar aplicados a la investigacion y
clinica, todos ellos con diferentes limitantes que no permiten su uso continuo, de forma
consecuente no pueden ser adaptados a la técnica de preservacion y lo que impulsa la busqueda de
métodos que puedan ser empleados para el monitoreo de tejido para trasplante como ha sido la
espectroscopia de impedancia. A pesar de que las mediciones de impedancia han sido propuestas
para la evaluacion del edema y el monitoreo de tejidos, no existen referencias de su andlisis y
validacion en tejido pulmonar para trasplante. Adicionalmente la mayoria de trabajos enfocados a
impedancia pulmonar se orientan en el estudio de la resistividad del pulmoén y no en el andlisis de
los cambios de resistencia y reactancia, lo que puede proveer una mejor evaluacion del tejido

pulmonar.



CAPITULO 4

JUSTIFICACION

El trasplante pulmonar es una terapia que puede ser efectiva para pacientes que sufren de
alguna enfermedad pulmonar terminal de las mds comunes es la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC), que ocupa el Sto lugar de mortalidad en México. El trasplante pulmonar ha tenido
diferentes desventajas a lo largo de los afios, entre ellas se encuentra el tiempo de viabilidad del
pulmoén a trasplantar que rara vez excede las seis horas, esto se debe a una serie de eventos que
ocurren tras la muerte cerebral del donador y trasporte del 6rgano al sitio de trasplante, tales
eventos pueden provocar el deterioro del tejido pulmonar y contribuyen a un mal funcionamiento
del pulmén una vez trasplantado pudiendo ocasionarle la muerte (falla primaria al injerto). EI 20
% de los pacientes trasplantados presentan falla primaria al injerto y el monitoreo del tejido en el
donador y durante la preservacion pulmonar puede ser un factor importante en el proceso de
trasplante, pudiendo apoyar en la investigacion del por qué y como sucede la lesion en el tejido, en
la innovacion o mejora de las técnicas de preservacion y como método para la confirmacion de
viabilidad antes del trasplante. El edema de reimplantacion o también denominado edema de
isquemia-reperfusion es la principal anormalidad fisiologica después de un periodo de isquemia y la
deteccion de la aparicion de dicho edema es de gran importancia en pacientes con FPI. A pesar de
que existe una variedad de técnicas (clinicas y experimentales) para evaluacion del pulmon,
muchas de ellas tienen restricciones para aplicarse al monitoreo de pulmones para trasplante entre
las cuales se encuentran: su alto costo, radiaciones ionizantes, poca portabilidad, algunas no son
repetibles y otras s6lo pueden ser aplicadas de forma experimental, entre otras. La espectroscopia de
impedancia ofrece algunas caracteristicas como: capacidad de medicion continua, portabilidad, bajo
costo, libre de radiaciones ionizantes. Muchas de estas caracteristicas son de gran conveniencia para
promover el uso de la espectroscopia de impedancia en el monitoreo de tejido para trasplante.
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CAPITULO 5

HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Hipotesis
1. Los cambios en resistencia y reactancia maximas coinciden con los cambios en peso
debidos a la ganancia de liquido.
2. Los cambios en resistencia y reactancia maximas concuerdan con los cambios de la
técnica estandar de oro Kfc debidos a la formacion de edema.
3. Los cambios del tejido pulmonar sometido a un tiempo de isquemia concuerdan

con los de impedancia medidos.

Objetivo general
Determinar la validez del uso de espectroscopia de impedancia como indicador del

contenido de liquido pulmonar y en consecuencia de la formaciéon de edema para
monitoreo de pulmones para trasplante, para lo cual se disefiaran 3 experimentos donde se
emulen 3 de los eventos mas importantes durante el trasplante (isquemia, perfusion,
ventilacion). Se determinara la validez mediante su comparacion con técnicas estandar de
oro como los cambios de peso durante la perfusion pulmonar y con el coeficiente de
filtracion capilar en diferentes tiempos.

Objetivos especificos

1.

Comparar los cambios de resistencia y reactancia maxima con técnicas estandar de
Oro (Kfc) para validar su uso como técnica de medicion de edema pulmonar.
Analizar los cambios de resistencia y reactancia durante el tiempo de isquemia.
Analizar los cambios de resistencia y reactancia de pulmones conectados al ventilador
y estaticos.



CAPiTULO 6

METODOLOGIA

Como parte de la validacion de la espectroscopia de impedancia como técnica para determinar
edema pulmonar y monitoreo de pulmones para trasplante, se realizé un diseio EXPERIMENTAL
donde se midieron los cambios del espectro de impedancia en pulmones de rata en tres grupos, los
cuales fueron seleccionados de acuerdo a algunos de los eventos sefialados como factores promotores
de dafio por isquemia- reperfusion (reperfusion, isquemia, ventilacion):

1. Medicion de impedancia en pulmones aislados y perfundidos. Siendo el grupo principal de
estudio ya que permitié hacer la comparacion con las técnicas estandar de oro. El pulmon fue
perfundido y ventilado mientras fue pesado, simultaneamente se midieron la presion arterial y
venosa pulmonar. En este grupo el tejido pulmonar se sometio a incrementos de presion venosa con
un doble fin:

a. Determinar la variacion de los valores de impedancia con respecto al contenido de liquido en
el pulmon.

b. Realizar el célculo del coeficiente de filtracion capilar en los tiempos donde se
incremento6 la presion venosa pulmonar.

2. Medicion de impedancia en isquemia. Recordando que el pulmoén es de los 6rganos con menos
tolerancia al tiempo de isquemia, se esperd ver cambios en los valores de resistencia en un corto
plazo. Debido a que no se encontraron referencias de estudios semejantes a este, se propuso dicho
estudio como piloto para encontrar la varianza de los datos y consecuentemente usarse para evaluar
el tejido durante su preservacion.

3. Medicion de impedancia "In situ". Comprendié dos subgrupos, la medicion durante la
ventilacion mecénica del tejido y la medicion durante el pulmoén estatico. De acuerdo a la literatura,
los valores de impedancia se ven influenciados por el contenido de aire, por lo cual, este grupo fue
parte del estudio piloto para determinar en qué cantidad varian los valores de medicidon con respecto
a la ventilacion en pulmones de rata.

Manejo de los animales. En los 3 grupos se usaron ratas adultas tipo Wistar clinicamente sanas
(sin signos de enfermedad) con un peso corporal entre 300 - 400g y sin procedimientos quirtrgicos
previos. Los animales usados en esta tesis, fueron aportados por el Bioterio del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. El protocolo fue revisado y aprobado por el
Comité de Etica de Investigacion en Animales del Instituto, y se encuentra registrado con la CLAVE:
CEX- 36-10/ 11-1 (APENDICE A). Todos los animales usados fueron manejados de acuerdo a la
NOM 062-Z00-1999.
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Anestesia. Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con una dosis Unica de Ketamina -
Xilacina (70mg/kg + 6 mg/kg) con efecto aproximado de 60 a 80 min, tiempo suficiente para llevar
a cabo el procedimiento quirtrgico y sin necesidad de otro tipo de anestesia [63]. Las ratas fueron
sacrificadas al finalizar el experimento.

Técnica quirtrgica. Una vez anestesiada la rata, se realizo traqueotomia a través de la cual se
introdujo un catéter (#16) para su intubacion. Inmediatamente después el catéter se conectd a un
ventilador (Kent Scientific) con un volumen corriente de 10 ml/kg, con frecuencia respiratoria de 60
respiraciones por minuto y presion final espiratoria positiva de 2-3cmH2 O.

Espectrométro de impedancia. El espectrometro de impedancia (Figura 6.1) utilizado es un
instrumento de investigacion que mide la impedancia compleja continua del tejido en un rango
de 215 Hz a 1 MHz (con 23 frecuencias de estimulacion) a través del método de demodulacion
paralela y conversion digital descrito por Salah Othman [64].

Distancia entre
electrodos
exteriores

Tapa de Silicon

——

Didmetro

- =

Distancia entre
electrodos

electrodos
de plata

Figura 6.1. Espectrometro de impedancia y sonda de mediciéon con los cuatro
electrodos. El sistema consta de una sonda con cuatro electrodos de plata-
cloruro de plata (Ag/AgCl) colocados en uno de sus extremos. Los electrodos son
anillos circulares separados coaxialmente a una misma distancia. Los dos electrodos
exteriores inyectan corriente al tejido circundante y los dos electrodos interiores
miden el voltaje resultante. Figura adaptada de [9]
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Figura 6.2. Interfaz graficade usuario del equipo de espectrémetro, dicha
interfaz esta enlazada a Microsoft Access.

El equipo cumple con estdndares de regulacion internacionales como la BS EN 60601

1:1990 y la ANS/AAMI ES1:1993 y fue desarrollado por Innovamédica S.A [65]. El sistema
consta de una sonda con cuatro electrodos de plata-cloruro de plata (Ag/AgCl) colocados en uno
de sus extremos. Los electrodos son anillos circulares separados coaxialmente a una misma distancia
uno del otro [9]. Los dos electrodos exteriores inyectan corriente al tejido circundante y los dos
electrodos interiores miden el voltaje resultante [66], [67]. La sonda fue colocada de forma
transversal en la cara externa del pulmoén izquierdo a una distancia media entre el apex y la base.
El espectrometro cuenta con una interfaz grafica de usuario que permite la adquisicion y
visualizacion de los valores tanto de Amplitud y Fase como de Resistencia y Reactancia, ademas
dicha interfaz esta enlazada a Microsoft Access, donde se guardan los valores de reactancia,
resistencia, amplitud, fase y tiempo (figura 6.2) [8]. Esto permite acceder a los datos obtenidos en
cada experimento.

Seleccion de pardmetros. Como se ha mencionado la obtencion de parametros caracteristicos es
de gran ayuda para la evaluacion del tejido por espectroscopia de impedancia, uno de ellos es la
frecuencia central en la zona de dispersion y el valor de impedancia en esa frecuencia. La
seleccion de los valores usados en estos estudios se muestra en la fig. 6.3. Fp,45 0 frecuencia maxima
es una de las 23 frecuencias de excitacion del equipo en la que la reactancia mostré su valor maximo
reactivo (Xax), dicho valor de frecuencia sera supuesto como la frecuencia central (Fp,45) del tejido
pulmonar en zona beta. Ry, 5x), s el valor de resistencia perteneciente a dicha frecuencia central.
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Figura 6.3. Seleccion Rmax, Xmax y F' max. Los puntos son indicados por la estrella.

6.1. Grupos de experimentacion
6.1.1. Grupo 1. Medicion de impedancia en pulmones aislados y perfundidos

Este experimento, puede describirse en tres pasos generales (Fig. 6.4); 1) Obtencion del bloque
pulmonar, 2) Modelo de perfusion de 6rgano aislado, 3) Medicion del espectro de impedancia. Todos
ellos se explican a continuacion:

1) Obtencion del bloque pulmonar. Después de que las ratas fueron intubadas, se les realizo
esternotomia media mediante la separacion de los tejidos a lo largo de las lineas naturales de
despegamiento, sin necesidad de cortar (diseccion roma) y se disecaron las venas cavas, craneal y
caudal, asi como arterias adrtica y pulmonar. Posteriormente se refirieron con sutura seda de 4-0. Se
administr6 heparina (Inhepar, Pisa. México) en una dosis total de 300 Ul en el ventriculo izquierdo.
El tejido pulmonar fue lavado con solucién salina a una presion de 15 mmHg y un flujo de 6 ml/
min. Posterior a la extraccion, el bloque cardiopulmonar de rata fue montado en un modelo de
perfusion de organo aislado (Figura 6.4 inciso 2) para lo cual se envolvio en una maya de pléstico
para facilitar su colocacion en el sensor de peso, el bloque pulmonar fue perfundido a través de la
arteria pulmonar mediante una bomba peristaltica (Masterflex modelo 7523-30 Kent Scientific) a un
flujo constante de 7-8ml/min; se utilizé solucion salina durante la perfusion, manteniéndola a 37°C
por medio de un bafio maria (Polyscience). Se registraron de manera continua la presion arterial
pulmonar (PAP), la presion venosa pulmonar (PVP) y el peso (W) mediante transductores de
presion (Kent Scientific p-23) y fuerza (1 muestra por segundo). El bloque se mantuvo ventilado a
través de la canula traqueal con aire ambiente al 21 % O;:
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Figura 6.4. Metodologia del uso de espectroscopia de impedancia en pulmones
aislados y perfundidos. 1) Obtencion del bloque pulmonar, 2) Colocacion en el
modelo de perfusion de organo aislado, 3) Colocacién de la sonda de medicion
del espectrometro.

2) Modelo de perfusion de organo aislado. El sistema completo para el modelo de perfusion de
organo aislado (Fig. 6.5) fue conectado a una tarjeta de adquisicion de datos (DT300, Data
Translation, Inc.) adquiriéndose a una frecuencia de 1Hz, para ello se disefio una interfaz grafica de
usuario en Matlab 2008b (Matworks, Inc), la cual despliega los datos de forma grafica y numérica
(Figura 6.6). La interfaz grafica se programé de acuerdo a las recomendaciones del usuario del
modelo de perfusion, se le agregaron alarmas que indicaban el incremento de la presion venosa asi
como su regreso al valor basal.

Las elevaciones de PVP se logran aumentando la altura de la salida de la solucion en la columna
del modelo de perfusion (Figura 6.5 parte 7). Se analizaron los cambios de resistencia maxima y
reactancia maxima donde existio ganancia de peso, ademds se realizo el célculo del Kfc por la
ecuacion antes descrita (ec. 2.5) para su correlacion con dichos cambios de impedancia.

3) Medicion del espectro de impedancia. La sonda del equipo de espectroscopia fue colocada en
el pulmon izquierdo con ayuda de la maya plastica con la que se envolvio el paquete pulmonar, la
medicion fue tomada de forma continua por lo cual sélo se midio6 el pulmon izquierdo. Se considerd
el pulmoén izquierdo por estar formado por un tnico 16bulo (en rata), ademas que el intercambio de la
sonda de un pulmon a otro implicaria el movimiento del sensor de peso, ocasionando errores. Se
realizd la medicion de espectros de impedancia continuos, tal como lo permite el equipo, con
duracion aproximada de un espectro por minuto durante 50 minutos.
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Figura 6.5. Diagrama esquematico del modelo de perfusion de organo aislado.
1. Solucion de perfusion, 2. Bomba de perfusion 3. Atrapa burbujas, 4. Sensor
de presion invasiva PAP, 5. Vaso aislador de organos, 6. Sensor de presion
invasiva PVP, 7. Columna de salida, 8. Sensor de peso, 9. Pre- amplificador
PAP, 10. Pre- amplificador PVP, 11. Pre- amplificador peso, 12. Tarjeta de
adquisicion (Data Translation, DT300), 13. Interfaz grafica de usuario. 14.
Ventilador, 15. Contenedor de liquido de salida

DISENO EXPERIMENTAL. Debido a que no se encontraron estudios semejantes, se
propuso un tamafio de la muestra igual a 22 ratas Wistar clinicamente sanas con un peso
corporal entre 300 y 400g. Durante la perfusion se propusieron 6 elevaciones de PV P en
diferentes tiempos los cuales corresponden a: 10, 20 y 40 minutos a PV P =7 mmHg , y
13, 23 y 43 minutos a PV P =10 mmHg con una duraciéon de 3 minutos cada una, con el
fin de obtener varias mediciones en un experimento de 50 minutos de duracion (Figura 6.7).
Después de ambos incrementos se regres6 a la PV P basal como se muestra en la grafica.
El incremento se logra mediante la elevacion de la altura de salida del liquido de perfusion

(Figura 6.8)
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Figura 6.6. Interfaz grafica de usuario del modelo de perfusion de 6rgano aislado. El
sistema fue conectado a una tarjeta de adquisicion de datos (DT300, Data Translation,
Inc) adquiriéndose a una frecuencia de 1Hz, por ello se pro- gramo la interfaz grafica
en Matlab. Contiene alarmas que indican el incremento de presion venosa pulmonar
asi como su regreso al valor basal.
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Figura 6.7. Disefio experimental. Elevacion de la presion venosa (PVP) a diferentes
tiempos. 10, 20 y 40 minutos a PV P =7 mmHg, y 13, 23 y 43 minutos a PVP=10
mmHg con una duraciéon de 3 minutos cada una.
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Figura 6.8. Método de incremento de presion venosa en el sistema de perfusion
(fig. 6.5). El incremento se logra mediante el aumento de la altura de salida del
liquido de perfusion en A). B) El aumento en la presion venosa resulta en una
disminucion de la resistencia vascular para que los vasos puedan expulsar un
mayor flujo mediante la distension de los mismos.

ANALISIS DE DATOS. El analisis se divide en dos etapas, la primera es la comparacion de
los valores de Ry ax ¥ Xmax con respecto al peso y la segunda es la comparacion de Ryax ¥ Ximax
con respecto al Kfc. En ambos casos se realizo una ANOVA de medidas repetidas tomando como
factores intra-sujeto: Tiempo de Perfusion (TP) y Nivel de Presion Venosa (NPV), considerando
un valor de significancia de p<0.05. En la primera etapa se clasificaron los valores de acuerdo a la
Tabla 1. Entendiéndose W, ,, Rmax;, y Xmax,, con como la medida de peso, reactancia maxima

1

y resistencia maxima en el tiempo “#” a presion venosa pulmonar “p”. Es decir, para fines
practicos se buscaron valores representativos de cada etapa del experimento.
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Tabla 1. Seleccién de datos para su analisis con respecto al peso
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40
13
23
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Posterior a ello se realizd una regresion lineal entre los cambios de Ryax ¥V XmaxVersus la
ganancia de peso, con el fin de observar la correlacion de Ry,ax ¥V Xmax con el peso (W). Debido a
las diferencias entre sujetos los datos fueron normalizados con respecto a su valor inicial.

En la segunda etapa se clasificaron los valores de acuerdo a la Tabla 2.

Tabla 2. Seleccion de datos para su analisis con respecto al K fc

Factores intrasujeto

T 1

I 20
E 40
M 13
P 23
O 43

NPV
7

10
10
10

Variables respuesta

R Il’lé.)(f.p X ITlaXt.p
R lllé.xl{)",' X IIlE:lX][]_';r
R maxap, 7 X maxaqg.7
R méxan 7 X méxyo,7

Hlné.xm_jn b8 Illé.xlg‘ln

Rmaéaxgz 10 X méxaz 10

Rmaxa3 10 X maxas 10

Kfeip
K feio,7
K feao7
K feso,4
K feiz o
K feas10

K feazao
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Entendiéndose Kfc;,,Rmax ¥ Xmax como la medida de peso, reactancia o resistencia en el
tiempo “t” a presion venosa pulmonar “p”. Retomando la curva de peso provocada por el
incremento en PVP (Fig. 2.5, capitulo 2), existen dos etapas de ganancia de peso, la fase rapida,
que dura el primer minuto y que es ocasionada por el aumento de volumen del paquete pulmonar
y la segunda la cual es relacionada a la permeabilidad de la membrana alveolo- capilar [44]. En
este estudio se seleccionaron los valores de Ryax ¥ Ximax obtenidos en el segundo minuto de la
ganancia de peso. En ambas fases se uso una prueba Tukey - Kramer para realizar la comparacion
entre grupos.



6.1.2. Grupo 2. Medicion de impedancia en tejido pulmonar isquémico
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Obtencion del bloque pulmonar. Se realizd esterenotomia media mediante la separacion de los
tejidos a lo largo de las lineas naturales de despegamiento, sin necesidad de cortar (diseccion roma) y
se disecaron las venas cavas craneal y caudal, asi como arterias aortica y pulmonar. Se administrd
heparina (Inhepar, Pisa. México) en una dosis total de 300 UI en el ventriculo izquierdo, el tejido

pulmonar fue lavado con solucion salina.

v [ ; ;
\\. “ Caja de Petri
' con solucion salina

Figura 6.9. Metodologia de medicion del espectro de impedancia en tejido
pulmonar isquémico. Los lobulos fueron colocados en una caja de petri con

solucion salina.

Sonda del
Espectrometro

DISENO EXPERIMENTAL. Se utilizaron 7 ratas Wistar macho y hembra, clinicamente
sanas, con un peso corporal entre 300 y 400g. Los lobulos fueron colocados en una caja de

petri con solucion salina.

Medicion del Espectro de Impedancia. Se tomd una Unica medicion del espectro de

impedancia en los minutos 0 (control), 30, 60.
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ANALISIS DE DATOS. Se realizd una ANOVA de muestras repetidas con los factores intra-
sujeto; tiempo de isquemia. Las variables de respuesta fueron Ry ax ¥ Xmmax » proponiendo un valor
de significancia de p< 0.05.

6.1.3. Grupo 3. Medicion de impedancia en tejido pulmonar “In situ”

Medicién del espectro de impedancia en pulmones con ventilacion mecanica. Se propuso
una n= 9, se utilizaron ratas Wistar clinicamente sanas con peso corporal de 300 a 400
gramos. Se les realizd esternotomia media y se les colocd la sonda de medicion de impedancia
directamente en el pulmén izquierdo haciéndose una Unica medicion, posteriormente se midio
el pulmon derecho en el segundo lobulo (Fig. 6.10).

Sonda del
Espectrometro

Espectrometro

Figura 6.10. Metodologia de medicion del espectro de impedancia en pulmones
“In situ”. La sonda de medicion de impedancia fue colocada directamente en los
l6bulos pulmonares (izquierdo y derecho).
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Medicion del espectro de impedancia en pulmoén estatico (Apnea). Se les realizd
esternotomia media a 7 ratas Wistar clinicamente sanas con peso corporal de 300 a 400
gramos, las mediciones se realizaron en ratas con capacidad pulmonar media y
atelectasia, SIN conexioén al ventilador. La sonda de medicion de impedancia fue
colocada directamente en el pulmon izquierdo para medir el espectro de impedancia y
posteriormente se medid el pulmén derecho en el segundo 16bulo. Se realiz6é una 1inica
medicion del espectro de impedancia por cada lébulo.

ANALISIS DE DATOS. En cada subgrupo se hizo una T- Student (para Rpax ¥
Xmax) para comprobar diferencias significativas entre los datos del pulmoén izquierdo y
derecho, se propuso un valor de p< 0.05 para aceptar diferencias significativas.
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CAPIiTULO 7
RESULTADOS

I) Grupo 1. Medicion de impedancia en pulmones aislados y perfundidos.

En la figura 7.1 se muestra el comportamiento general de PAP (presion arterial pulmonar)
y Peso (W) durante las elevaciones de PVP (presion venosa pulmonar) planteadas en la
metodologia, se observa que para cada incremento de PVP existe un aumento reciproco
en PAP y W. Se mantuvieron los bloques pulmonares con una presion pulmonar arterial
promedio de 16.6 5.2 mmHg y una presion venosa pulmonar de 1.9 0.85 mmHg en estado
basal. Durante los incrementos de presion venosa pulmonar a 7 y 10 mmHg se midieron
presiones promedio de 7.5 1.7 mmHg y 10.2 1.2 mmHg respectivamente.
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Figura 7.1. Cambios de presion arterial pulmonar y ganancia de peso en los
momentos de elevacion de presion venosa a 7 y 10 mmHg. Se observa que para
cada incremento de PVP existe un aumento reciproco en PAP y Peso.

Analisis de los cambios en Ryax ¥ Xmax con respecto a los cambios de Peso. En esta fase
del andlisis, el tamafio de la muestra se redujo a 15 debido a que 3 paquetes pulmonares se
edematizaron de forma grave antes de terminar el experimento y cuatro tuvieron errores de
medicion debidos al movimiento de la sonda del espectrometro, los resultados que se reportan

con n=15.



40
En la figura 7.2 (incisos a) y b)) se muestra que existen modificaciones en los valores

de Rpax ¥ Xmax debidos a los incrementos en PVP = 7 mmHg (puntos marcados por
cuadrados azules) en los minutos 10, 20 y 40 y PVP = 10 mmHg en los minutos 13, 23 y 43
(triangulos invertidos de color negro). Estos cambios se observan como pérdida de
resistencia y reactancia maximas si se comparan con los valores a presidon venosa basal
(Rmax, o y Xmaxy, ). Es notable que existe un cambio de Ryax ¥ Xmax proporcional al nivel
de aumento de presion venosa, siendo mayor la pérdida de resistencia y reactancia en
PVP= 10 mmHg, tomando como referencia los valores obtenidos en PVP= 7 mmHg
(comparece los puntos marcados por cuadrados azules y triangulos invertidos negros).
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Figura 7.2. Resultados en pulmones aislados y perfundidos. Comparacion con
los cambios en peso. El andlisis de comparacion multiple Tukey - Kramer
sugiere diferencias significativas de todos los tiempos con respecto al control
(Rmaxg o y Xmaxgo y peso)

Analizando la tendencia de los valores de resistencia y reactancia maximos agrupandolos
por nivel de PVP parece que la pérdida de resistencia y reactancia debida al aumento de
volumen de liquido no lineal en PVP =7 mmHg y 10mmHg. Aunado a ello, el cambio mas
importante en magnitud en Ry,.x V Xnax @ PVP basal se observa posterior a los primeros
incrementos en presion venosa en el minuto 17.
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En el inciso c¢) de la figura 7.2 se muestra el comportamiento de la ganancia de peso en los

mismos tiempos de perfusion que el inciso a) y b), ndtese un incremento debido a los
aumentos de PVP en 10,13, 20, 23, 40 y 43 . Analizando la tendencia de los valores a PVP
basal (marcador circular color rojo) se encuentra que el cambio mas significativo en peso
ocurri6 hasta el minuto 30. De manera semejante a los cambios en Ry,.x ¥ Xmax» 1as curvas de
ganancia de peso a PVP = 7mmHg y 10 mmHg presentan un aumento proporcional al
nivel de presion venosa manejada.

Del ANOVA de medidas repetidas (Tabla 3) se encontrd que existen diferencias significativas
con respecto al tiempo de perfusion (TP) y el nivel de PVP usada (NPV) para Riax V Xmax
y peso, obteniéndose valores de “p” menor a 0.05.

Tiempo, Ryuux s Xinaxs
Min OHMS OHMS Peso, gr
0 174.23 +37.81 -201,33 £ 54,55 441 +£0.98
10 148.89 +£51.72 -100.88 £43.46 5.40+1.07
13 123.14 £48.95 -79.65 £37.63 6.38 +1.24
17 158.12 +£74.932 -121,76 £ 64,48 4,71 £ 0,94
20 145.25 £ 64.83 -83.72 £46.78 5.90+1.34
23 119.35 £54.24 -67.99 £ 33.76 6.76 £ 1.62
30 175.83 + 68.52 128,57 +85,69 | 4,95+ 1,47
40 114.66 £ 59.07 -67.34 +47.28 6.10+1.74
43 102.56 £43.15 -54.59 +30.28 7.25+2.06
50 149.08 + 88.09 -138.19 £ 117.60 5,52+1,50
Valor de p por Factor TP 0.003445%* 0.001394* 0,000036*
Valor deléJP];;)r Factor 0.000271* 0.000454* 0,0*

* Estadisticamente significativo.

Tabla 3. Valor medio y desviacion estandar por tiempo. El ANOVA de medidas
repetidas se realizo por los factores Tiempo de perfusion (TP) y Nivel de PVP
(NPV). El tamaiio de la muestra fue n=15.

El analisis de comparacion multiple Tukey - Kramer (Tabla 4) indica que a pesar de que los valores de
Rmax Y Xmax pueden ser diferenciables del control (Rmaxg o y Xmaxg o) en cualquier momento de la
perfusion, estos cambios no son facilmente diferenciables si se toma como control el valor a un tiempo
diferente de cero. En contraste, el peso, es mas diferenciable entre puntos si se analiza con respecto a casi
cualquier tiempo. Ademas, en dicha tabla se nota que la reactancia tiene mas grupos con diferencias
significativas entre si en comparacion a la resistencia.
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Grupos diferentes
Control t Rmax, X max; W,
10 0, 43 0, 40, 43, 50 0, 13, 23, 43
13 0 0 0, 10, 17, 30, 50
17 0, 43 0, 23, 40, 43, 50 13, 20, 23, 40, 43
20 0 0, 43 0, 17, 23, 30, 43
23 0 0, 17 0, 10, 17, 20, 30, 50
30 0, 43 0, 43 13, 20, 23, 40, 43
40 0 0, 10, 17 0, 17, 30, 43
43 0, 10, 17,30 0, 10, 17, 20,30 0, 10, 17, 20, 30, 40, 50
50 0 0, 10, 17 0, 10, 17
Tabla 4. Comparacion multiple entre tiempos de perfusion (Tukey- Kramer). ¢ =
tiempo de perfusion.

La regresion lineal (Fig. 7.3) con respecto al peso en ambos casos tuvo un indice de
correlacion bajo siendo 0.104 para R,.x v 0474 para X,,.xSe considera que los cambios en
Xmax tienen mejor correlacion con los cambios en peso.

4 15 y=-0.544x+ 0.665
i) m R=0474
® 34 o y=045%+0377 T
s ) R?=0.104 =
m m
£ £
1= [
) )
b4 -
2 i
‘5"2 : § 2 1 0 1 2
% % g 05 A
2 3 ‘ 9
(+4 [+ 4

4 : -1 )

Peso Normalizado Peso Normalizado

a) b)

Figura 7.3. Analisis de correlacion lineal de resistencia y reactancia maximas
con respecto al peso. a) Regresion lineal Rmax - Peso, se obtuvo un indice de
correlacion R? = 0.104. b) Regresion lineal Xmax - Peso, se obtuvo un indice
de correlacion R? = 0.474. Todos los valores fueron normalizados con respecto
a su valor inicial (Tiempo 0, PVP= 0 mmHg)
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Analisis de los cambios en Ry.x ¥ Xmax con respecto al Kfc. En este analisis también se
descartaron los mismos 3 paquetes pulmonares que se edematizaron de forma grave antes de terminar
el experimento, 4 que tuvieron errores de medicion debidos al movimiento de la sonda del
espectrometro y adicionalmente se descartd un paquete pulmonar debido a que la sonda de medicion
evito la correcta ventilacion del pulmon izquierdo, produciendo mediciones muy diferentes.

Los cambios de Ryyax ¥ Xmax con correspondientes a los tiempos en que se calculd ¢l Kfc se
muestran en la figura 7.4. R, presenta el cambio mads evidente con respecto al control en el
minuto 43 (Figura 7.4 inciso a) y Xax en el minuto 40 (Figura 7.4 inciso b). Observando los valores
de Ripax ¥ Xmax €n cada PVP (7 y 10 mmHg), en PVP=7 mmHg existe un punto de pérdida maxima
en 20 minutos, ¢l cual no se observa en PVP= 10 mmHg. En la evolucién del coeficiente de filtracion
capilar (figura 7.4 ¢)) se nota un incremento con respecto al valor inicial en tiempo 10. De forma
semejante a los cambios en Ry.x V Xjax (en PVP=7 mmHg), analizando los cambios de Kfc por
separado (PVP= 7 o 10 mmHg) es posible distinguir un maximo en el minuto 20 y 23 del

experimento.
300
—8— PVP=TmmHg
= =% - PVP=10mmH
s 200 e |
. .
T @ - * - ~—& I — — T
é % 100 | - -T— - - - == -y { = *
B 1
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0 #— PVP=7mmHg I T
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2 | | » ) )
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x o) _ |
i 7 | ' | 1 1
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Figura 7.4. a) Cambios de Rmax;,y b) Cambios de Xmax,, c) K fc,, durante la
perfusion. El analisis de comparacion multiple indico diferencias significativas en
comparacion al control (Rmaxyg7;, Xmaxyg; y Kfcyo7 respectivamente).



El andlisis estadistico (Tabla 5) muestra los valores de p con respecto al tiempo de perfusion
(TP) y nivel de presién venosa pulmonar (NPV). Se obtuvieron diferencias significativas por
tiempo de perfusion Kfc, Rpax ¥ Xmax ¥ solo los valores de X,,.x fueron son afectados por la
NPV usada presentando valores de “p” menores a 0.05. De la prueba de comparacion multiple
(Tabla 6) es posible notar que la reactancia se diferencia entre grupos mas que los valores de

RmaxV K fc.
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Tiempo, R » Xonaxs Kfe
Min OHMS OHMS (mlmin)/cmH,0/g
10 148.89+51.72 -100.88+ 43.46 0.22+0.26
13 123.14+ 48.95 -79.65+ 37.63 0.34 +0.41
20 145.25+ 64.83 -83.72+ 46.78 1.46 +34.36
23 119.35+ 54.24 -67.99+ 33.76 1.56 +3.70
40 114.66+ 59.07 -67.34+ 47.28 0.68 = 1.05
43 102.56+43.15 -54.59+30.28 0.64 +0.69
Valor de p por Factor TP 0,0053* 0,0017* 0.0015*
Valor de p por Factor NPV 0,0015%* 0,0013* 0.0015*

* Estadisticamente significativo.

Tabla 5. Valor medio y desviacion estandar por tiempo. El ANOVA de medidas
repetidas se realizd por los factores Tiempo de perfusion (TP) y Nivel de PVP (NPV).
El tamafo de la muestra fue n=15.

Grupos diferentes

Grupo control (tiempo) Lomnaz, X max; Afe
10 43 40,43 20, 23, 43
13 - 43 -
20 43 43 -
23 - - 10
40 - 10 -
43 20, 10 10, 13, 20 10

Tabla
Kramer)

6. Comparacion multiple

entre tiempos

de perfusion (Tukey-
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II) Grupo 2. Medicion del Espectro de Impedancia en Tejido Pulmonar en Isquemia. La
figura 7.5 muestra los valores de Ry« ¥ Ximax €n diferentes tiempos de isquemia.

Las curvas de Ryyax ¥ Xmax €0 promedio indicart una disminucion con respecto al tiempo de
isquemia. Se muestran los resultados para pulmoén izquierdo (Fig. 7.5 A)) y derecho (Fig.

7.5 B)). A pesar de que ambas graficas muestran una tendencia a perder resistencia y reactancia, no
se observaron diferencias significativas (Tablas 7 y 8).

) ) Rmax Xinaxs
Tiempo, min OHMS OHMS
0 123.00+ 69.26 -107.62 + 77,73
30 104.30+ 36.35 -98.80 + 40,63
60 115.42+ 65.95 -88.19 £ 54,50
Valor de p 0.079303 0.093019

* Estadisticamente significativo.

Tabla 7. Valor medio y desviacion estandar por tiempo de isquemia pulmoén izquierdo.
El ANOVA de medidas se hizo con respecto al tiempo, se muestran los valores de p. El
tamafo de la muestra estadistico. Tamafio de la muestra fue igual a 7

Tiempo Rmax Xmax
0 100.88 + 42.17 -88.52 + 60.04
30 77.00 £ 20.90 -57.22 £ 28.55
60 73.20 + 15.40 -51.07 £ 18.75
Valor de p 0.057755 0.063922

* Estadisticamente significativo.

Tabla 8. Valor medio y desviacion estandar por tiempo de isquemia pulmén derecho.
El ANOVA de medidas se hizo con respecto al tiempo, se muestran los valores de p. El
tamafo de la muestra estadistico. Tamafio de la muestra fue igual a 7

III) Grupo 3. Medicién del tejido Pulmonar “In-situ”. Los valores de Ryyax ¥ Xmax para los
grupos con ventilacion y estatico se muestran en las figura 7.6 (inciso A y B, respectivamente), se
muestran los valores obtenidos tanto para el pulmén izquierdo y derecho. Se observa que existe una
diferencia entre pulmones en ambos casos pero sin diferencias significativas (Tablas 9 y 10).
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Figura 7.5. Cambios de resistencia y reactancia maximas con respecto al
tiempo de isquemia. A) Pulmén izquierdo. B) Pulmén derecho.

Pulmén Lomax Konax
PI 87.13 £ 40.62 -57 + 55,88
PD 201.72+£191.5 -103.87 +34.8
Valor de p 0.0612 0.0979

* Estadisticamente significativo.

Tabla
izquierdo,

9. Valor medio y desviacién estdndar por pulmoén (PI: Pulmoén
PD: Pulmén derecho) en pulmones estatico. El analisis T-

Student se realiz6 entre PI y PD, se muestra el valor de p. El tamaio de la

muestra fue 7
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Figura 7.6. Mediciones "in situ", valores de resistencia y reactancia maximas.

A) Pulmones Ventilados. B) Pulmén Estaticos.

Pulmon Lorpax Amax
PI 155.02 + 33.58 -152.62 +24.30
PD 139.56 +£47.24 -107.7 £ 50.97
Valor de p 0.5 0.6

* Estadisticamente significativo.

Valor medio y desviacion estandar por pulmén (PI: Pulmoén izquierdo, PD:
Pulmoén derecho) en pulmones estaticos. El anélisis T- Student se realiz6
entre PI y PD, se muestra el valor de p. El tamafio de la muestra fue 7

47
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CAPIiTULO 8

DISCUSION

Los trabajos dedicados a las mediciones de bioimpedancia en tejido y edema pulmonar
se orientan en el estudio de la resistividad del pulmén y no presentan en sus resultados el
analisis de los cambios de resistencia y reactancia por separado. En el proceso de formacion de
edema pulmonar, ademas de ocurrir cambios en el volumen de liquido intra y extracelular,
ocurren alteraciones en la membrana alveolo- capilar. El andlisis simultaneo de los cambios de
resistencia y reactancia en el proceso de formacion de edema pueden relacionarse con ambos
eventos (cambios del volumen de liquido y alteraciones en la membrana) siendo un aporte
importante al estudio de edema pulmonar por medio de bioimpedancia. En ésta tesis se encontrd que
los valores de Ryax V Xmax durante la perfusion, mantienen relacion con el contenido de liquido del
tejido, mostrando cambios referentes al aumento de volumen de liquido del tejido por incremento de
la presion venosa pulmonar. Durante el inctemento de presion venosa pulmonar se observd una
pérdida de los valores de Ryyax ¥ Xinax debido a los aumentos del contenido de liquido. A pesar de
que las modificaciones en Ry,,y ¥ Xinax concuerdan con los cambios en peso (fig. 7.2), hay una baja
correlacion entre Ryax V Xmax con la ganancia de peso (Regresion lineal). El andlisis de la
evolucion Ryax ¥ Xmax  c€on respecto al K fc confirma que existe una pérdida de Ryax ¥ Xmax
por la formacion de edema. En ambos casos los cambios mas significativos con respecto al valor
inicial (Rmaxg o y Xmax o) parecen ocurrir primero en X,ax que én R,y Debido a los resultados
obtenidos en esta tesis, se cree que los cambios en reactancia mdxima suceden primero que los de
resistencia maxima y que podrian relacionarse con los cambios en la membrana alveolo-capilar los
cuales suceden antes de la inundacién alveolar, ya que en el caso del tejido pulmonar, la resistencia
se ve principalmente influenciada por el contenido de aire, por lo cual el cambio mas significativo en
resistencia sucederia al producirse edema alveolar

Se debe tomar en cuenta que tanto el célculo del coeficiente de filtracion capilar y las mediciones
en peso son altamente influenciables por ruido como movimientos por la ventilacion del paquete
pulmonar y perfusion, lo que puede influir en la mala correlaciéon de dichas técnicas con los
cambios en Ryax V Xmaxs por lo cual seria pertinente usar otro tipo de estandar de oro para
completar la validacién de las mediciones de impedancia.

Mediciéon en el Modelo de Organo Aislado y Perfundido.

Analisis con respecto a los cambios en peso. El espectro de impedancia en el tejido
pulmonar depende del contenido de aire, nimero de alveolos, el volumen de sangre, espacio inter
celular, células epiteliales y endoteliales [60]. Cualquier modificacion en el tejido pulmonar
que condicione el contenido de aire en los alveolos modificara los valores de impedancia del
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tejido pulmonar [60]. A pesar de que se ha reportado que la zona de dispersion beta podria
reflejar principalmente la polarizacion de los capilares y las estructuras celulares del epitelio
que rodea el alvéolo, la modificaciéon de la impedancia en este rango de frecuencia se
encuentra principalmente influenciada por el volumen aéreo en su valor resistivo. El
incremento del contenido de liquido pulmonar por distension de los capilares se interpreta
como un aumento del volumen conductor del tejido pulmonar. Es por ello que en la fig. 7.2
se observa una pérdida de resistencia y reactancia por la modificacion del contenido de
liquido pulmonar. El regreso a PVP basal después de cada incremento se refleja como un
regreso de los valores de impedancia a casi su valor inicial, a pesar de ello se puede notar
que de igual manera que el peso (Fig. 7.2) los valores de resistencia y reactancia no vuelven
por completo al valor inicial, lo que por cambio en peso indicaria que el tejido inicia la
formacion de edema. La resistencia ha sido relacionada con el volumen intra y extracelular,
por lo que se esperaria que tuviera mejor correlacion con la ganancia de liquido; sin embargo
en el caso del tejido pulmonar parece ser mas dominante la influencia del volumen del
espacio aéreo alveolar en los valores resistivos. La reactancia maxima por el contrario parece
tener mejor correlacion con el contenido de liquido pulmonar, siendo un valor no reportado
antes en tejido pulmonar.

Analisis con respecto al Kfc. Los resultados del calculo del coeficiente de filtracion capilar
muestran diferencias significativas principalmente con respecto al tiempo de perfusion, lo que
confirma la formacion de edema que son relacionados con los cambios en Ryyax V Xmax €N los
momentos en los que se realizo la medicion de Kfc (Figura 7.4). La coincidencia en las
variaciones de R.x ¥ Xmax con respecto al Kfc sugieren concordancia entre la técnica
estandar y los valores de impedancia. De igual manera que en analisis con respecto al peso,
los resultados de la prueba de comparacion multiple muestran que los cambios en reactancia
son mas diferenciables en tiempo que los cambios en resistencia. El edema pulmonar como
se menciond en los antecedentes sucede en tres etapas:

Etapa 1. Incremento en la transferencia de liquido de los capilares al espacio intersticial

[18].

Etapa 2. Edema Intersticial.

Etapa 3. Inundacién alveolar (edema alveolar) [18].

Esto explicaria que los cambios de reactancia sucedan primero que los de resistencia, ya
que la resistencia en el tejido pulmonar es especialmente influenciada por la parte alveolar,
por lo cual se esperaria que el cambio mas significativo en resistencia se encuentre en la etapa
tres cuando ocurre la inundacién alveolar. Se considera que los cambios en reactancia
maxima reflejan principalmente la modificacion de la permeabilidad de la membrana alveolo
capilar y el edema a nivel intersticial. Este hecho no ha sido reportado previamente y seria
conveniente la comprobacién con otro tipo de método.
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La mala correlacion de los valores de impedancia con las técnicas estandar, sugiere tanto una
afinacion del modelo experimental para evitar errores producidos por ventilacion, perfusion y
movimientos de la sonda, como la validacion de los cambios de Ry,.x ¥ Xpax pOr otras
técnicas estandar que permitan aclarar dichos cambios.

Medicion durante el tiempo de Isquemia. El analisis estadistico (Tablas 7 y 8) no mostro
diferencias significativas entre las curvas lo cual pudo deberse al tamafio de la muestra. La
pérdida de impedancia con respecto al tiempo de isquemia es importante de evaluar y
correlacionar con andlisis histopatologicos para que pueda ser usada de manera formal durante
la preservacion. Las desviaciones estandar indican la necesidad de aumentar el tamafio de la
muestra y este estudio servird para establecer el tamafio indicado de la muestra en trabajos
futuros. Adicionalmente deberia incluirse un analisis con un tiempo de isquemia mas prolongado
semejante al tiempo de preservacion.

Medicion "In- Situ". A pesar de existir una diferencia visible entre las curvas obtenidas del
pulmoén derecho e izquierdo en ambos subgrupos (ventilacién y estético), el andlisis estadistico
(tablas 9 y 10) no mostr6 diferencias significativas entre pulmones, estas diferencias entre pulmones
ya han sido reportadas en la literatura y se debe a la diferencia en volumen de ambos pulmones.
También parece aumentar la resistencia en pulmones ventilados, esto se debe a que el tejido
pulmonar tiene una relacion directa con el volumen de aire.
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CAPiTULO 9

CONCLUSION

En base a los resultados obtenidos se encuentra los cambios en R.x V Ximax S€ considera
que la impedancia puede ofrecer informacion valiosa usandola como técnica de monitoreo de
edema pulmonar. A pesar de no existir diferencias significativas por el tiempo de isquemia, el
incremento de la muestra, podria favorecer a comprobar que la espectroscopia de impedancia puede
ser implementada como técnica de monitoreo del pulmoén para trasplante, considerando algunos
eventos que suceden tras la muerte cerebral del paciente, como es el tiempo de isquemia
durante la preservacion del 6rgano. La implementacion de una técnica de monitoreo del 6rgano en
el proceso de trasplante, como es la EI, seria de gran impacto en pacientes que reciben un 6rgano de
un donador cadavérico, ya que puede usarse como método de vigilancia de del 6rgano antes y
después del trasplante para prevenir FPI. La espectroscopia de impedancia puede ser empleada
como técnica de monitoreo de edema vy ser indicador de la integridad celular del tejido
empleando los cambios en resistencia y reactancia maxima. Sin embargo, deben realizarse mas
estudios para comprobar la concordancia de los valores de Rpax ¥ Ximax con las técnicas estandar,
estudiar su sensibilidad y especificidad. La mejora de experimento en general es necesaria para
evitar errores de medicion. De igual forma, es necesario controlar el nivel de influencia de la
ventilacion de los organos en las mediciones durante su perfusion. Como trabajo a futuro deberia
considerarse el modelado de la influencia de la ventilacion, perfusion, presién venosa en los
cambios de Rax ¥ Xmax-
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