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INTRODUCCION:
A.—-0OBJETIVOS GENERALES DE LA TESIS:
1.-MOTIVO/IMPORTANCIA DEL PROYECTO INVESTIGACION:
El desarrollo de métodos para la proteccidén del
miocardio, durante el tiempo de anoxia en las operaciones de
corazon, ha sido uno de los mayores avances de la cirugia

cardiaca en los altimos afos.(1),(2),(3),(4),(5).

En la actualidad , sin embargo,aun no se ha conse-—
guido una buena proteccién miocardica superior a cuatro horas
de anoxia,(6)-tiempo suficiente para realizar las interven-—
ciones quirdrgicas habituales de corazédn , peroc muy corto )
para la practica del trasplante de corazéon—- , ya que,en la
mayoria de estos el traslado del corazéon a distancias
considerables obliga a consumir gran parte del tiempo

tolerable de anoxia en el transporte del 6rgano.(7),(8),(?).

Para superar este obstaculo seria necesario por
tanto,disponer de un método de proteccidn miocardica 1lo
suficientemente seguro, que permitiendo la conservacion de
un corazén, durante al menos 24 horas,proporcionara tiempo
suficiente para garantizar el transporte del 6rgano a grandes
distancias con las consiguientes ventajas:(10)
como=

—-compatibilizar a donante y receptor mediante

pruebas cruzadas de compatibilidad antigénica.(sistema HLA).
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—-mejorar las condiciones del transporte, incluso
a grandes distancias,eliminando acciones precipitada por la

lucha contra el tiempo.

—contar con mayor tiempo para la coordinacion
entre los distintos grupos que intervienen en la extraccion

e implantacién del drgano.

En resumen:

1332328382 3333333 3232333333383 3332283333323 3332328333 3022342482
Se consigue un incremento considerable en las
posibilidades de éxito en un trasplante de corazon
clinico, como consecuencia del aumento de tiempo de
conservacion de un corazén en anoxia .

L3 222222222ttt st oot sttt et es it ss )
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2.—-0BJETIVOS.-(HIPOTESIS DE TRABAJO):

El objetivo de este trabajo de investigacion es:
Obtener un método de preservacidn miocardica, suficiente-—
mente extenso y seguro, durante el periodo de anoxia de un

corazéon donante, antes de ser trasplantado.

Se pretende consegquir dicho objetivo mediante la
perfusion en el aArbol coronario de una solucidn nutricia y
oxigenada durante 24 horas , con un sistema de perfusion

portatil,que nos permita:

X conseguir un tiempo‘de espera seguro, de al menos
24 horas, muy superior al actual ,incrementando considera-—
blemente las posibilidades de éxito en un trasplante de

corazon clinico.

referencia bibliografica(11),(12),(10).
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B.1.-ANTECEDENTES PRESERVACION MIOCARDICA EN EL TRASPLANTE DE

CORAZON.

Basandose en los estudios sobre preservacion
renal, Webs y Howard en 1957 fueron los primeros en estudiar
la preservaciéon del corazén ,mediante un método de refri-
geracion, demostrando que, el corazén, si se enfriaba podia
mantenerse viable durante un periodo comprendido entre dos y

cuatro horas.(13),(14).

La hipotermia local, provocada por el contacto
con una soluciéon salina fria ,fue el modelo de preservacion
miocardica que se utilizé, por el grupo de la Universidad de
Stanford, en los primeros momentos para mantener viable el
corazén durante unas horasjtiempo necesario para la practica

del trasplante de corazon experimental.(195).

En 1962 se comunicd el primer trasplante de
corazéon experimental realizado con un tiempo de preservacion

de siete’horas.(lb).

En 1960 Lower y Shumnway protegieron el corazon
en periodo de anoxia miocaArdica , sumergiendo el organo en
una soluciéon salina fria a 4 grados centigrados durante el
tiempo necesario para implantar el corazén con buenos

resul tados experimentales.(17),(18),(19).
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A partir de la década de los sesenta, y coinci-
diendo con el gran desarrollo de la cirugia cardiaca,se han
realizado numerosos trabajos de investigacién en animales de
experimentaciéon y en clinica humana, para encontrar el mejor
método de preservaciéon miocdrdica durante el periodo de

anoxia .(16),(20),(1),(21),(22),(23),(25),26),27).

o0o
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B.2.-FISIOPATOLOGIA DEL MIOCARDIO.

a)GENERALIDADES:E1 corazén esta formado por

celulas con propiedades biolégicas altamente especializada.

Tiene la capacidad de autoexcitarse, pueden
conducir estimulos (conductibilidad) y poseen la propiedad

de ser contractiles.(28).

Dichas células estan siempre en actividad,por lo
que el consumo de sustratos energéticos,incluso durante el

reposo,es muy alto.(29).

£l aporte de sustratos energéticos,fundamen—
talmente glucosa y oxigeno, se produce mediante la circu-—
lacidn coronaria ;3 sistema vascular similar al del resto del
organismo,que aporta todas las sustancias necesarias para su

metabolismo. (24).

Anatdmicamente, la circulacidn coronaria, esta
formada por dos grandes troncos arteriales que nacen por
encima del plano valvular aértico con un sistema capilar
Yy venoso que drena en la circulacidn venosa sistémica por
medio del seno coronario en el interior de la auricula

derecha.(30).
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El flujo coronario es fasico,porque depende de
las fases de la presion adrtica y,también depende de la
resistencia variable que le ofrece el miocardio al paso de

la sangre durante la sistole ventricular.(31)

Por 1lo tanto, el 1llenado del 1lecho capilar
coronario, se produce fundamentalmente durante la diastole

ventricular.

Dependiendo, no solo de la presién de perfusion,

sino de la resistencia a su paso.

Resistencia que se produce fundamentalmente a
nivel arteriolar,ya que en las arteriolas es donde se
producen los fendmenos de vasoconstriccion y vasodilatacion.
(32) .

Existe, ademas una diferencia importante entre el
flujo coronario subendocardico y subepicadrdico , debido a los
cambios de presidn intramiocardicos en relacidon con los

cambios de presidn diastodlica intracavitaria.(33).

El miocardio depende por lo tanto, del oxigeno
ofrecido por la sangre arterial coronaria para formar los
fosfatos de alta energia,producidos por la fosforilizacion
oxidativa en las mitocondrias, aportando con ello suficiente
energia para mantener la contraccién (funcién contractil del

corazon).(34).
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Cuando la cantidad de oxigeno no es suficiente
para los requerimientos de la respiracidon mitocondrial,co-—
mienza a producirse un descenso en la produccion de fosfatos

de alta energia por cambio al metabolismo anaerobio.

B.-2.-b.—-METABOLISMO DEL MIOCARDIO:

Debido a la intensa actividad metabdlica del caorazon
s1a extracciédn de oxigeno por el miocardio en reposo, es de
un 70 7Z del contenido en la sangrej; equivalente al extraido
por el misculo esquelético tras un intenso trabajo.
(35),(36).

| Por lo tanto, el aumento de las necesidades de
oxigeno por el miocardio, solo se puede conseguir mediante

el aumento del flujo coronario.

Por otra parte, la brincipal via metabdlica del
miocardio es la AEROBIA, por lo que, la deprivacidn de la
fuente de oxigeno irremediablemente conlleva al paro de su
funcién principal, que es la contractil.

Segun Olson el proceso metabdlico del miocardio

se puede dividir en tres fases bien definidas:(37).

~FASE DE FORMACION DE LA ENERGIA
~CONSERVACION 0O ALMACENAMIENTO DE LA ENERGIA.

—UTILIZACION DE LA ENERGIA.
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FORMACION DE ENERGIA: esta fase corresponde a las reacciones
quimicas que rompen los principales sustratos energéticos
utilizados por el corazéon j3(como los Aacidos grasos, la
glucosa, los piruvatos y los lactatos); en fragmentos de dos
carbonos que pueden entrar, en la via oxidativa del ciclo de
Krebs, en el interior de las mitocondrias y en presencia de

enzimas oxidativas.(38).

Mediante este proceso, 1la ENERGIA LIBRE des-—
prendida de los enlaces del sustrato,es transferida en forma
de electrones (localizadas en las mitocondria) hasta el
oxigeno, que es el receptor de electrones que se encuentra

al final de la cadena .(39)

CONSERVACION O ALMACENAMIENTO DE LA ENERGIA: corresponde esta

fase al proceso de la fosforilaciédn oxidativa.(40).

La energia libre desprendida del sustrato oxi-
dativo no se usa directamente en el praoceso contractil; se

usa para formar enlace ésteres de alta energia.

La energia libre de los electrones hidrdégeno es
transferible al enlace fosfato terminal ADP para formar el
ATP, donde se ALMACENA 1la energia para su utilizacidn
posterior.

El glucégeno almacena, también en 1la célula

miocardica, cierta cantidad de energia.
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UTILIZACION DE LA ENERGIA.-La utilizacidon de la energia
incluye aquellos procesos por los cuales, la energia alma-
cenada en el fosfato terminal del ATP ,es conducida al
interior del proceso coﬁtréctil, por medioc del cual, se

realiza el trabajo mecanico de la contraccién cardiaca.

El ATP se utiliza también para realizar trabajo
quimico, al inducir en la via metabdlica, una variedad de

reacciones quimicas que requieren energia.(41).

B.-2.-b.-1.-METABOLISMO AEROBIO:
La cadena de acontecimientos quimicos y mecanicos
que se producen para la contraccion cardiaca, cuando existe

suficiente oxigeno , se explica de la siguiente forma:

El corazédn es un 6rgano esencialmente aerobio ,
rico en enzimas respiratorias, necesarias para llevar a cabo

las reacciones oxidativas del ciclo de Krebs.

Estas enzimas se encuentran dentro de las mito-

condrias de las células cardiacas.(42).

Los sustratos energéticos como la "glucosa", se
aportan por la sangre capilar hasta llegar a cruzar la
membrana celular, introduciéndose en el sarcoplasma, donde
en el caso de la glucosa como sustrato energético, sigue una

de las tres vias metabtlicas siguientes:(43).
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a)metabolismo directo “glucolisis aerobia”

b)oxidacidn directa “derivaciédn de las pentosas™

c)incorporarse al glucégeno "glucogénesis”
a)6LUCOLISIS AERDBIA:(37).a1 final de la glucolisis aerobia,
que tiene lugar en el sarcoplasma, se forma un compuesto de

tres carbonos que es el Acido piruavico.

El acido pirdvico entra en la mitocondria donde es

convertido en acetil coenzima A.

En el interior de la mitocondria, y gracias a
enzimas respiratorias, se produce una oxidaciédn completa de
una malécula de piruvato de tres carbonos a tres moléculas
de CO2, con la liberacién de la energia previamente atrapada

entre los enlaces.

El enlace energético,liberado del fragmento acetil
de dos carbonos, en forma de electrones hidrdédgeno , se
transfiere para producir una molécula de electrones de enlace
ATP que son transportados luego alrededor de la cadena de

transporte de electrones.

Los enlaces hidrégenos DPNH penetran en la cadena
de transporte de electrones,y la energia de esta corriente
se ramifica en el sistema de transporte de electrones en
tres lugares j;como resultado se abtiene la fosforilizacién

del ADP a ATP.
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Finalmente el electrén se combina con el oxigeno

molecular para formar agua.

La glucolisis tiene un valor limitado en la produc—
cién de energia, puesto que representa la liberaciédn de el 90

7Z de la energia contenida en la glucosa.

b)DERIVACION DE |LAS PENTOSAS:0tra via para metabolizar la
glucosa, como sustrato energético en presencia de oxigeno,

es el de las PENT0OSAS .

La energia liberada de la glucosa en esta via es
cedida al TPNH formado; no hay por tanto una generacion

directa de ATP.

C)GLUCOGENESIS:0tra via a seguir por la glucosa en el
interior de la célula, en presencia de oxigeno, es la
conversion en glucdgeno bajo la influencia enzimatica de la

fosfoglucomutasa.(44).

La desintegracion del glucégeno es diferente a la
seguida para su formacion.

Bajo la influencia de la fosforilasa el glucageno
se rompe siguiendo unos pasos que conducen a la liberacidn de
glucosa.

La concentracién cardiaca de glucogeno es muy

constante siendo aproximadamente del 0,5 %Z . No obstante no
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constituye un almacenamiento inerte de sustrato , sino un

depésito metabdlico de intercambio activo.

El glucégeno se considera un combustible de alta
energia facilmente disponible para una entrada rapida en el

ciclo de la glucolisis.

En la hipoxia, la glucolisis , asi como la

desintegracién del glucédgeno, se acelera endrmemente.(45).

Otros sustratos energéticos utilizados por la
célula miocardica son los ACIDOS GRASOS NO ESTERIFICADOS,
que, al penetrar en la célula, se combinan con la albumina
metabolizandose, médiante la beta -—-aoxidacidn que separa
fragmentos de dos carbonos, llegando a formar en el interior
de la mitocondria acetil-coenzima A, que se oxida en el

interior de la mitocondria por el ciclo de KREBS.

Los Acidos grasos constituyen un importante

combustible energético para el corazon.

Los acidos grasos proporcionan el 80 7% de los
requerimientos energéticos del corazén, cuando no existe

glucosa para su metabolismo.{(46).

El ATP formado durante la oxidaciéon del sustrato,

es la principal fuente energética del metabolismo celular
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cardiacojes decir, todo el trabajo quimico y mecanico de la
célula miocardica se realiza a expensas de la energia

liberada en la transformacidn del ATP en ADP.

El fosfato de creatina es una fuente energética
de reserva, que puede ser usada para fosforilar el ADP, que
pasa a ATP si esta interrumpida la generacitn metabdlica de

ATP.

El ATP es la fuente energética inmediata para la
contraccion muscular.Contraccion muscular que se produce por
el entrecruzamiento de filamentos de proteinas ( actina vy
miosina ) en presencia de Calcio, como factor critico de

acoplamiento en la contraccion.(47).

En presencia del ion calcio, y utilizando la
energia liberada por la rotura de los enlaces del ATP (
producida por la accidn de la ATP asa), ambos miofilamentos
se deslizan uno sobre otro desarrollando TENSION en las

bandas Z y produciendo el acortamiento del sarcomero.(48).

El desplazamiento de las fibras de proteina se
produce por la reactividad cambiante de los eﬁtrecruzamien—
tos.

‘En dicho proceso el ATP se rompe por el cambio en
el entrecruzamiento por una enzima ATPasa dependiente del

calcio.(49).
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La suma de acortamientos de todos los sarcomeros
de las miofibrillas, produce el acortamiento de estas, y como

resultado,el de todas las fibras cardiacas.

B.-2.-b.-2.-METABOLISMO ANAEROBIO:

Cuando no bay suficiente oxigeno para que el
piruvato sea oxidado en el ciclo de KREBS, se pasa a la
glucolisis anaerobia mediante la oxidacién del difosfo-
piridin—nucleotido reducido( DPNH), formado durante la
desintegracion del fosfato triosa que se convierte en Acido
fosfoglicérico,produciéndose Acido 1lactico a partir del
piruvato mediante la enzima deshidrogenasa del acido lactico-

. (50).

En esta situacion, la formacion de ATP es mucho

menor, produciéndose sédlo dos moléculas de ATP.

Durante la preservaciédn ,en situaciéon de anoxia,
se produce un aumento en la producciédn de lactatos y un
trastorno en el balance Acido—base como consecuencia de la
continuacidon de la actividad metabdlica sin oxigeno , es
decir, en situacidn anaerdébica, se consumen las reservas de
glucogeno y se produce una derivacidon de la actividad
metabdlica hacia la glucolisis anaercobia: con formacidn de

lactatos,y disminucion del pH (acidosis).(51),(52).
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La baja tensidn de oxigeno durante la anoxia, hace
decrecer la formacidn de agentes quelantes del calcio, (ATP
y Citratos) predisponiendo al miocardio para una inadecuada

homeostasis

Durante la fase de reperfusion, la reposicidn del
oxigeno del cual el d&rgano fue privado, tiene un efecto
paraddjico, porque ioniza al calcio que ahora es tomado

rapidamente por las mitocondrias.

Se sigue, por un estallamiento de las células
;lesiones mitocondriales y miofibrilares , apareciendo las
bandas de contraccién y depédsitos de calcio intramitocon-—

driales.

El ultimo efecto de 1la acumulacion de calcio
intracelular, es 1la apariciédn del 1l1llamado “"Corazon de
piedra”,provocado por una contractura isquémica del miocar-—
dio. (53).

B.-2.-b.-3.-METABOLISMO CARDIACO EN HIPOTERMIA:

Los requerimientos energeéticos del corazdn
sreflejados por el consumo de oxigeno,se reducen durante la
hipotermia, ya que las reacciones bioquimicas, como indice

de actividad metabdlica disminuyen con el frio.(54).

Esta interrelacidn ha sido expresada matema-—

ticamente de varias formas:
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- Usando un madelo de relaciéon lineal entre la

actividad metabdlica y la temperatura.

- Usando un modelo basado en la teoria de Arrhe-—
mius que expresa la proporcién inversa entre las reacciones

quimicas y la temperatura absoluta.(55).

— Otra forma de relacionar la temperatura con la
actividad metabdlica ,se basa en la ley cinética de 1la
velocidad de reaccidn, que relacionan logaritmicamente el
tiempo con las concentraciones y un coeficiente que a su
vez esta en funcidn de la temperatura.Van T 'Hoff formuld
empiricamente, que este coeficiente hay que multiplicarlo
por dos , por cada 10° C de aumento de la temperatura.

(56),(57),(58).

— En quimica usan el Q10 para referirse al aumento
de la actividad metabdlica para 21 aumento de diez grados en
la temperatura.(59).

Se puede concluir que el consumo de oxigeno es
la expresidon de todas las reacciones oxidativas,y por tanto
el logaritmo del consumo de oxigeno es directamente propor-

cional a la temperatura.

Datos de estudios recientes demuestran que las
demandas de oxigeno se subestiman durante la hipotermia, ya

que solo las areas de tejido donde persiste la perfusidn de
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la microcirculaciéon, participan en las demandas de oxigeno,
cuando el drgano se encuentra aislado y perfundido, como en
el caso que nos interesa para la conservacidn de un corazén

donante para trasplante.(60),(61).

LLa vasodilatacion debida al recalentamiento del
drgano, asegura la llegada de oxigeno a todos los tejidos,
y este @310 , representa el verdadero consumo de oxigeno por

los tejidos.

El conocimiento de la llamada "densidad efectiva
capilar ", resultante del gasto cardiaco ,vasoconstriccidn
svasodilatacion y viscosidad de la sangre ,determina la oxi-
genacidn existente en ese momento y permite la introduccion

de factores de correccién en el consumo de oxigeno.(62).

El consumo de oxigeno nunca se reduce a cero

aunque se baje mucho la temperatura.

El enfriamiento celular, disminuye la actividad
molecular, reduciendo la actividad metabélica y protegiendo
por tanto a la célula, de las lesiones producidas por la
hipoxia

La actividad metabélica persiste en hipotermiaj
permitiendo el calentamiento durante los periodos de parada

cardiaca.(64).
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B.-3.-SISTEMAS DE PRESERVACION MIOCARDICA EN EL

TRASPLANTE DE CORAZON:

B.-3.—-a.-GENERALIDADES:
El numero insuficiente de donantes cardiacos
y la pérdida de viabilidad del érgano (en funcidn del tiempo
transcurrido desde la donaciédn hasta el implante) ha es-—
timulado al desarrollo de técnicas para la preservacion de

drganos para trasplantes.(63),(53),(12).

Todo sistema para conservar un Organo pasa por

tres fases bien definidas:

1)FASE DE EXTRACCION

2)FASE DE CONSERVACION (Preservacion)

3)FASE DE REPERFUSION

1.2.3.1.1.-FASE DE EXTRACCION / CARDIOPLEJIA/:

Durante esta fase, se extrae el corazéon en las
mejores condiciones, siendo preciso para ello el PARAR el
Corazéon rapidamente, en didstole mediante el pinzamiento
transversal adrtico (anoxia miocardica), y la introduccion
mediante infusidn de una soluciéon CARDIOPLEJICA en el sistema

coronario, a través de la raiz de la aorta .(65).
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Existe unanimidad de criterios en cuanto a gque
el camienzo de una buena preservacién ,se inicie con la

PARADA CARDIACA por infusién de CARDIOPLEJIA.

La rapida parada electromecanica del corazon,
mediante el pinzamiento transversal adrtico y la infusiédn de
solucidn cardiopléjica en el Arbol coronario, es el mejar
método de proteccidn miocardica durante el periodo de tiempo
transcurrido entre la extraccién del corazon y la conexidn

al sistema de preservacién elegido.(66).

Ello produce una disminucién brusca de las
demandas de oxigeno manteniendo la viabilidad de las células

miocArdicas.

Durante la anoxia miocardica la energia necesaria
se extrae del metabolismo anaerobio , energia suficiente para
las pocas necesidades solicitadas.

El término de CARDIOPLEJIA fue introducido por
Melrose en 1955. Para conseguirlo utilizé una solucidn

hiperosmolar con malos resultados clinicos.(65),(1).

Entre 1960 y 1970 se hicieron muchos estudios
experimentales sobre cardioplejias y su composicién por
Bretschneider, sin que llegara a introducirse definitivamente
en la clinica humana, debido a sus malos resultados, com—

parados con otros métodos de proteccién. (46).
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Mientras que no se asocid la parada electro—-
mecanica del corazdén mediante fArmacos ( cardioplejias ), con
la hipotermia ,no se obtuvieron buenos resultados clinicos.
Hoy utilizada por 1la mayoria de los cirujanos cardio-
vasculares en todos sus procedimientos , como el mejor método

de proteccidn miocdardica.

Las caracteristicas que debe reunir una solucidén

cardioplejica son :(67),(68),(69),(70).

-Enfriada a 4 ° C para mantener el corazén, tras su infusién,
entre 15° Cy 20 °C

—Que no produzca lesidn directa sobre la membrana celular
—QGue no produzca cambios idnicos intracelulares importantes;
especialmente un aumento de concentracion de calcio libre.
—Que no modifique el contenido de agua en el mioccardio

sobretodo intracelular .

Existen maltiples compuestos quimicos cuyas
propiedades cumplen las condiciones anteriores y detienen el
metabolismo cardiaco,siendo el mas conocido de todos el
POTASIO , hoy utilizado por su seguridad en casi todas las
soluciones cardiopléjicas y el SODIO , en los limites
inferiores fisioldgicos, se usa, porque una marcada hipona-
tremia extracelular, aumenta la conductividad del calcio, que

es desventajosa durante el periodo de anoxia.(71),(72).
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Las soluciones cardiopléjicas deben ser ademas:

kligeramente hiperaosmolar ( 3330-350 mmosmol /7 1
) para retrasar el edema intersticial .(73).

Xdebe contener un sistema Buffer porque, el poco
metabolismo que persiste incluso durante la anoxia, produce

una acidosis , que debe ser contrarrestada.(74).

Xdebe contener estabilizantes de la membrana

celular como los corticoides.(75).

kdebe contener sustratos energéticos y oxigeno

para aumentar las ofertas de ambos .(4).

Existen multiples componentes quimicos, en fase
de investigacidn clinica , que se incluyen en las soluciones
cardiopléjicas:

—-como los vasodilatadores coronarios para reducir
mediante la vasodilatacidn el aumento de resistencia que se

praoduce durante la perfusidn.(76).

—-emulsiones transportadoras de oxigeno como los
perfluorocarbonos que aumentan el aporte de oxigeno a la

célula miocardica durante el periodo de anoxia. (77),(78).

—cardioplejias hematicas cuyo componente fun-—
damental es la sangre isogrupo en hipotermia, y con un alto

contenido de potasio .(797).
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La combinacidn de agentes quimicos con propiedades
plejiantes junto a la hipotermia muestra una accidn sinérgica

en la proteccidn de la célula miocArdica.

B.-3.—-a.-2.-SISTEMAS DE PRESERVACION .Corresponde a 1la
conservacidon del corazdén propiamente dicha y comprende el
periodo de tiempo transcurrido entre la extraccion ( car-—

diectomia) del donante y la implantacién al receptor.

En dicha fase estudiaremos :

a) los sistemas utilizados y

b) las soluciones de preservacidon o soluciones nutricias.

a) Son sistemas de preservacién; las formas o procedimientos
existentes para proteger el corazén durante el periodo de
anoxia, bien mediante 1la introduccién de una solucidn
nutricia en el sistema coronario, los llamados Sistemas con
Perfusion; o bien wmediante solo por el contacto de la
solucién nutricia con el epicardio, sin la introduccidon en

las coronarias.

Existen diversos sistemas para preservacidn de un

corazén como:
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~PERFUSION TOTAL: La mejor forma de mantener viable un drgano
es mantenerlo bajo perfusidn dentro de su propio sistema como
el organismo humano( soportado por una bomba de circulacién
extracorporea) .Este sistema conlleva grandes dificultades
para usarlo debido a la necesidad de personal cualificado
que es necesario solo para mantener el drgano en periodos

cortos de tiempo.(80).

—AUTOPERFUSION: Mediante una preparacion cardiopulmonar
sdonde la circulacién sistémica solo estaria representada
por el sistema coronario,con mantenimiento artificial de la
respiracion y temperatura, es un sistema de preservacion del
corazdn descrito en 1948 por DEMIKHOV previo al trasplante
de corazén,pero de poca utilidad practica por el poco tiempo

de viabilidad que origina.(81)

—PARABIOSIS:La viabilidad del corazon durante el tiempo de
espera se mantiene por una perfusiédn CRUZADA desde un ANIMAL
HUESPED , que debe estar inmunodeprimido, pero de dificil uso

en clinica humana por claras implicaciones éticas.(82)

~PERFUSION EXTRACORPOREA: Método usado en nuestra experiencia
y consistente basicamente en la introduccidn en el arbol
coronario, bien por via retrdédgrada (seno coronario) como por
via anterdgrada ( raiz de aorta) , de una solucion de

preservaciéon hipotérmica.
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Basicamente se requiere:
—rodillos para impulsiédn peristdltica de la soluciéon de
preservacion.
—Lineas de conduccién de la solucién con caracteristicas de
ser inertes.
~Canulas para la introduccién en el arbol coronario.
—oxigenador para burbujear en la solucién de preservacion.
—Intercambiador de calor para control de la temperatura de

la solucién de preservacion y del éGrgano.

b)Son soluciones de preservacidn las compuestas por agentes
quimicos y sustratos, que permiten la conservacidn del édrgano
en las mejores condiciones durante el periodo de anoxia,
pudiendo ser soluciones coloides o cristaloides, con sangre,

u oxigenada,e hiperosmolares.

En las soluciones de preservacidn se emplean los

siguientes aditivos:

—-COENZIMA @ ,, :Reduce la acumulacidén de calcio en las
mitocondrias, protegiendo al miocardio de los efectos de la
anoxia sobre las células miocardicas.(83).

-TAURINA: Constituye el 507 de los aminodcidos libres del
miocardio, reduciendo la pérdida de potasio celular.(84).
—PERFLUOROCARBONOS : Son compuestos quimicos con capacidad de

transportar oxigeno.(78).
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—Captan y liberan oxigeno de acuerdo con su
presion parcial y a mayor velocidad que con la hemoglobina
.Su utilidad en la composicidn de las soluciones de preser-—
vacidn viene dada por la facilidad de intercambios que actuan

en funcion de la p0, y temperatura.

El tamafio de sus particulas es de 0,1 micras con
una viscosidad inferior a la de la sangre, siendo ideal para
preservar corazones por @

1) su baja viscosidad
2) sus particulas no son retenidas por el miocardio
,3) su méxima capacidad transportadora de oxigeno

4) su maxima liberacion de oxigeno

—CONCENTRACION DE CALCIO: Debe mantenerse concentraciones
bajas de calcio, para que en la reperfusidn,exista la menor
concentracion del mismo, pero suficiente para iniciar la

contracciom.(72).

|
-

~0OXIGENACION DE LAS SOLUCIONES DE PRESERVACION:1la falta de
oxigeno reduce en el wmiocardio la concentraciéon de ATP
mitocondrial, por lo que es imprescindible mantener la

solucidn de preservaciédn bien Oxigenada.(4).

—-DEBE MANTENERSE EL pH ALCALOTICO: para disminuir la acidosis
producida por el acumulo de Acido lactico ,la solucién debe

tamponarse.(74)
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—-DEBE SER HIPEROSMOLAR:Para disminuir el edema intersti-
cial.(73).

En nuestro caso utilizamos la misma solucidn de
conservacion que la usada para parar el corazon, porgue
pensamos que la conservacién comienza desde la parada

electromecanica del mismo.

Una solucidn cristaloide hiperkaliemica,oxigenada
e hiperosmolar.
B.-3.-a.—-3.—-FASE DE REPERFUSION.- Finalizada la conservacion
y antes de implantar el corazén, se inicia la fase de re-—
perfusion, consistente en la entrada de sangre oxigenada en
el arbol coronario a temperatura fisioldgica ( en normoter-—

mia) de 37 ° C.

Es de vital importancia realizar una reperfusidn
adecuada que consiste en :

- 1la introduccidon en las coronarias de una
solucidn de reperfusidn a una temperatura adecuada, que
permita realizar el calentamiento en dos fases gque oscilen

entre 20 y 28 ° C€.(85).

Esta solucidn de reperfusidn debe ser :

—-ligeramente alcalética para compensar la acidosis

residual desarrollada durante el periodo de conservacion

(anoxia).
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—debe contener antagonistas del calcio para evitar
la entrada brusca de Calcio en el interior de las mito-—

condrias .

El uso de Perfluorocarbonos se comprobd atil por
su baja viscosidad y buen transporte y liberacidn de oxigeno
llegando a todos los tejidos isquémicos,perfundidos con una
presidon de infusiédn no superior a 50 mmHg de media para no
provocar aumento del edema wmiocardico.(86).
B.-3.-b.-SISTEMAS DE PRESERVACION DE CORAZON SIN PERFUSION

CORONARIA:

B.—-3.-b.—1.-INMERSION EN SOLUCION FRIA.Por simple
almacenaje en solucitdn salina helada, consistente en un bafo
topico con solucién isotédnica a 4 grados centigrados, se
consiguid una viabilidad en los trasplantes cardiacos de unas
tres a cuatro horas.

La hipotermia local provocada por el contacto con
una solucién salina fria , ha sido el modelo de preservacion
cardiaca utilizada en sus primeros momentos por el grupo de
la Universidad de Stanford por el Dr Shumway para mantener
viable el corazon durante unas horas en el Trasplante de

Corazon Experimental. (87),(15).

En 1962 se comunicd el primer Trasplante de
Corazén realizado con un tiempo de preservacion de siete

horas en experimentaciéon animal. (16).
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Las bases fisioldgicas en que se basa la pro—
teccidn celular con esta técnica, se apoya en la reduccidn de
la actividad metabdlica al bajar la temperatura que en el
caso del miocardio,la reversihbilidad de dichas lesiones esta

limitada a un maximo de doce horas.

El enfriamiento celular reduce el numero de
moléculas en actividad para 1los procesos fisiologicos,
reduciendo a la vez las demandas metabdlicas y protegiendo

por tanto a la célula de las lesiones isquémicas y anoxicas.

La actividad metabdlica desarrollada por las
células puede medirse, bien por la funcidon de Arrhenius o
bien por la de Van T'Hoff o aplicando esta utltima al dis—
minuir la temperatura en 10° €C decrece la actividad meta-
bédlica en aproximadamente a la mitad.(bl),(BB).

La actividad metabélica, sin embargo no desaparece
totalmente hasta temperaturas de - &60° C y por tanto , los
tejidos preservados a solo 0° C son susceptibles de dafo

isquémico. (20).

La lesiédn celular tiene lugar durante el periodo
de preservacién, pero s6lo se hace evidente durante la fase
de reperfusitn, cuando la subida de la temperatura a cifras
normales ( 37 grados centigrados ) ,y la entrada de sangre
oxigenada ,provocada por la instauraciéon de la circulacion,

hacen aumentar la actividad metabélica. (89).
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B.—-3.-b.-2.-HIPOTERMIA CON OXIGENACION HIPERBARICA:

Otro método de conservaciédn del corazén, sin
perfusion ,actualmente en vias de investigacion y por tanto
no utilizado clinicamente,es el de enfriamiento y oxi-

genacidn a presion alta.

Esta técnica de preservacidn consiste en 1la
inmersion del é6rgano en soluciédn cardiopléjica oxigenada a
presion positiva (3 atm).Manax y Lillehei fueron los
primeros, en 1964, en usar esta técnica para la preservacion

de tejidos vivos.

El tejido se mantiene en hipotermia a 4 ° C y
oxigenado a 4 atmosferas de presidn.La hipotermia y la
oxigenaciétn a hiperpresion actian sinergicamente en la

proteccidn del miocardio

Estas técnicas se abandonaron al no conocerse
claramente las consecuencias de la descompresidn, sobre el
miocardio , e irreversibilidad de las mismas .Se sabe sin
embargo, que se disminuyen la posibilidad de las lesiones, si
la descompresion se hace lenta y progresivamente .(90).

B.-3.-b.—-3.-SUPERENFRIAMIENTO/CONGELACION:

Consiste en el enfriamiento del 4rgano por debajo
de O grado centigrados, hasta -0,&6 , sin llegar al punto de

congelacién celular.
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El bajo peso molecular de los solutos de las
células hace caer el punto de congelacidn por debajo de 0,6

°C. Esto evita que las cé¢lulas se congelen en su interior.

El superenfriamiento es un mecanismo para prolon—-
gar la preservacion del corazéon debido a que reduce conside—

rablemente la actividad metabdédlica.

Las células, en este estado son muy inestables y
en ausencia de agentes crioprotectores corren el riesgo de

ser lesionadas por congelacion. (91)

B.-3.-b.—4.-CONGELACION:
Consiste en la congelacién de células miocardicas

con adicidn previa de agentes crioprotectores.(%22).

Las células cardiacas pueden ser preservadas
durante afos si se mantienen a (- 196 grados Centigrados) ya
que la actividad metabédlica se detiene ,debido al cese de

todo movimiento molecular.

La inhibicién del movimiento molecular esta en
proporcién con la reducciéon de la temperatura, y con ella,
toda actividad bioquimica y fisioldgica puede llegar a

detenerse

Al aRadir agentes crioprotectores, se produce un
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desplazamiento del agua y al aumento de la concentracidn
de solutos, provocadndose una reduccién del punto de conge-—

lacion.

LLa velocidad de enfriamiento,desempefia un papel
importante , asi como el lugar donde primero se produce ,ya
que al congelarse inicialmente el espacio extracelular, los
cristales de hielo producen dafios irreversibles en la

membrana celular.

Estos problemas no solo existen durante la fase de

la congelacidn , sino también con la descongelacidn.

Los agentes crioprotectores deben extraerse lenta-
mente de las células descongeladas porque la descongelacion

rapida, puede provocar dafos por estallamiento celular.

Cada paso congelaciéon / descongelacion, debe
hacerse dentro de estrechos 1limites de tiempo , para
permitir una alta viabilidad de las células después del

proceso .

Sin embargo, los pobres resultados obtenidos con
la congelacidn de organos completos, hacen actualmente de
esta técnica algo infructuosa para la conservacion del
6rgano, durante largos periodos de tiempo en la practica del

trasplante cardiaco.
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B.-3.-c.-METODOS DE PRESERVACION DEL CURAZON CON PERFUSION

CORONARIA:

Los primeros intentos, fueron realizados por
Lindeberg y Carrel, utilizando un sistema de perfusidn
coronaria pulsatil con sangre en normotermia, dando malos

resultados. (93).

Como consecuencia de una mala filtracidn de la
solucidn de preservacion, puede provocarse un aumento de

resistencia vascular coronaria, sugestiva de dafio miocardico.

El sistema de perfusion cerrado, produce una
disminuciion de las concentraciones de nutrientes asi como un

acumulacion de productos téxicos .

Se estan estudiando diferentes tipos de soluciones
de preservacion , siendo tebricamente la sangre el ideal;
pero esta tiene un limite debido a la destruccién celular
que se produce en todos los sistemas in vitro, alterando los
componentes de la sangre y provocando por lo tanto dado

miocardico.(94).

Estos malos resultados se explican por la trans—
formacién que sufre la sangre al permanecer en un circuito
cerrado, sin filtros de depuracién, como los gque existen en

su medio natural, en el rifdn y el higado.
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Mas tarde, Toledo—Pereyra realizd experiencias con
perfusidn pulsatil en hibotérmia con diferentes soluciones,
sin demostrarse resultados concluyentes, debido a que 1la
viabilidad del injerto solo se valord por métodos mor-—
foldgicos, ya que el implante a otro animal, se realizd en
situacidn heterotdpica sin poder determinar 1la funcidn

cardiaca manteniendo un "“gasto cardiaco" adecuado .(95).

B.-3.-c.-1.-PERFUSION EXTRACORPOREA HIPOTERMICA: fueron
Lindeberg y Carrel los primeros investigadores en mantener

organos vivos fuera de su emplazamiento original.(93).

La perfusion de drganos extracorporea ha planteado
multitud de problemas derivados fundamentalmente de la
composicidn de la soluciétn a perfundir y de la forma de

llevarla a cabo.

Asi se han utilizado perfusatos cristaloides vy
sanguineos,con oxigenacidn y sin ella , con perfusion
anterdgrada(por coronaria) y paor perfusidn retrégrada (seno

coronario).

Actualmente, y basado en la técnica de Proctor y
Copeland, se ha utilizado experimentalmente, y con buen
resultadao, la perfusién aislada de corazéon con baja presidn

y con solucién cristaloide hipotérmica .(96).
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El primer intento de méntener un corazéon fuera del
organismo mediante la perfusion de una solucidn a temperatura
fisioldgica(normotermia) fue efectuado por Linderberg-

(1935).(93).

Los resultados no fueron alentadores, debido a una
dificil perfusion por aumento de las resistencias vasculares
coronarias, sugestivo de edema miocardio, como consecuencia
de microembolismos ocasionados por la falta de filtracion de
la soluciéon de preservacion y a la ausencia de superficies

siliconadas.

Por otra parte, el acumulo de productos tédxicos,
no fue valorado por el implante del érgano conservado a otro
animal. Solo se hizo por estudios histolégicos, siendo por

lo tanto incompletos.

Los sistemas de perfusion y las soluciones de
preservacion existentes en la actualidad, no son suficien-—

temente buenos para proteger al miocardio en normotermia.

La adicidn de hipotermia a estos mismos sistemas,

mejoran significativamente 1la viabilidad del 6rgano.(97).
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B.-3.-c.-2.-PERFUSION CORONARIA HIPOTERMICA EXTRACORPOREA.

Uno de los mayores avances en los sistemas de
preservacion fue alcanzado por Proctor y Parker, quienes
introdujeron la perfusion de una solucidén fria ( hipotérmica)

para la conservacidn de édrganos.(96).

La perfusidn hipotérmica tiene ventajas sobre la
conservacidn por simple inmersion en solucidon fria , ya que
ademas de proporcionar una fuente continua de oxigeno Yy
sustratos energéticos ,extrae los productos de desechos

originados durante el metabolismo celular.

Para cortos periodos de tiempo la necesidad de
perfusién no es imprescindible; aunque si lo es para
periodos mayores.

El éxito o el fallo de la perfusion hipotérmica
depende mas de los componentes gquimicos de la solucidon de
preservacion, (98). que de las caracteristicas de 1los

sistemas de perfusioén.

CARACTERISTICAS DE LA PERFUSION

PERFUSION PULSATIL: los primeros intentos se realizaron
por Lindberg y Carrel con sistemas de perfusion de tipo
pulsatil a presion de perfusidn fisioldgica y con sangre,

con malos resultados.
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Mas tarde se utilizd el mismo método de perfusidn
pero con soluciones distintas (Toledo Pereyra) también con
resul tados desalentadores por provocar las altas presiones,-—

lesiones irreversibles en el miocardio.(99).

PERFUSION NO PULSATIL:Proctor desarrolld un sistema de
perfusiédn NO pulsatil a baja presiéon con flujos altos e
hipotermia, sin conseguir resultados satisfactorios debido

al edema importante desarrollado en el miocardio. (100).

Dichas perfusiones se han realizada de forma
anterdédgrada (a través de ostium coronarios) o de forma
retrdgrada, por seno coronario para evitar lesiones en el
arbol arterial coronario , por una perfusiéon no fisio—

légica.(101).
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C.-SISTEMAS DE VALORACION DE LA PRESERVACION MIOCARDICA EN
EL TRASPLANTE DE CORAZON:

C.-1.-SISTEMAS BIOLOGICOS: ( Estudio bioquimico y
enzimatico): Todo proceso de "lesidn isquémica" tiene su
origen en los cambios de la quimica celular (metabolismo

celular).(102).

La pérdida de 1la energia necesaria para el
funcionamiento de la " bomba idnica transmembrana" es la
primera consecuencia de la lesién tisular. Por 2110 la medida
del sustrato energético, asi como de los cambios idnicos, son

parametros que indican LESION TISULAR ISQUEMICA.(103),(104).

La perdida o acumulacién de iones y sustratos
energéticos, puede ser detectados por analisis de los tejidos
o por el de los fluidos extracelulares (vascular) , que se
miden por diferencia arteriovenosa que nos informara el nivel

de consumo o eliminacién por los tejidos.

El estado metabédlico y la integridad de los

tejidos se miden por tanto por:(105),(104).

~gasometrias, a la entrada y salida del liquido de perfusion

—iones sobre todo, pérdidas de potasio y magnesio hacia el

espaciao extracelular medidas en el sistema vascular, vy

acumulacién de calcio y sodio en el citoplasma celular.
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—substrato :tbajo condiciones aerobias se consume lactato que
se transforma en piruvato como un sustrato del metabolismo

celular (mitocondrial).

En situaciones de isquemia miocAdrdica se inhibe
el metabolismo oxidativo y por lo tanto se consume menos
lactato, con acumulacion de este ultimo en la célula vy

salida del exceso al sistema vascular.

Las determinaciones se realizan en el seno
coronario.(lo que equivaldria a la toma de muestra en 1la

propia solucidn donde se encuentra inmersa el drgano)

—glucosa:El estudio del metabolismo de la isquemia con la
glucosa y el glucédgeno como substrato metabdlico no solo se
debe estudiar durante el paro isquémico si no también durante

la REPERFUSION.

~fosfatos de alta energia: (ATP y CP) son los marcadores que
s mejor y mas facilmente, determinan el dafo isquémico

celular.

—pérdida de constituyentes celulares por salida al espacio
extracelular : son las ENZIMAS los mejores indicadores de
dafio isquémico.Procede pues la determinacién enzimatica,

fundamentalmente de CK y LDH.
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C.-2.-SISTEMAS DE VALORACION MORFOLOGICOS:

Estudio morfoldgico: Los indices de viabilidad
tisular de un 4rgano preservado se pueden conocer desde dos

niveles.

a) ULTRAESTRUCTURALES ( Con M/E ).Tomas del material por
BIOPSIA TRANSMURAL mediante aguja "TRut-Cut"y fijacidn
mediante inmediata inmersioén en la solucion de fijacidn,
compuesta por 2,5 % de glutaraldéhido y paraformaldéhido al
2 % estudiandose los siguientes organelos: nidcleos,mito-

condrias, I-bandas,edema, fibrosis y necrosis.(107),(108).

Los resultados de las determinaciones se cla-

sifican en cuatro grados seguan el siguiente baremo:

GRADO O =muestra normal

GRADO 1 =dafo minimo

GRADO 2 =cambios moderados

GRADO 3 =cambios severos

De todos los corazones se extraen tres muestras para biopsia>

MUESTRA 1 =situaciédn basal donante
MUESTRA 2 =situacidn andxica
MUESTRA 3 =situacidn reperfusidn.

para el estudio morfoldgico de los especimenes.
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TEJIDO PARA MICROSCOPIO OPTICO:las tomas de las muestras se
realizan con la misma técnica que para microscopio electrdé-
nico,es decir mediante una aguja de "trut-cut" para estudiar

el espesor del miocardio completo.(109),(110).

Las muestras se fijan en solucidén de formol al 10
Z por inmersidn inmediata y se tifie con hematoxilina y easina

para su estudio.

Se estudian el edema miocA&rdico y la fibrosis,gra-
duadas en la misma escala que el anterior y con la mismas

muestras.

C.-3.-SISTEMAS DE VALORACION FUNCIONAL: Estudio funcional a)
-En situacidon EX VIVO , durante el periodo de conservacidn
scon el corazéon parado y en hipotermia, se mide la COMPLIANCE
PASIVA, o sea ,la tensiodn desarrollada por las paredes del
miocardio ante el cambio de volumen provocado por la disten-—
sion de un baldn intraventricular. Se fundamentan en las
propiedades elasticas de las fibras miocdrdicas en reposo

C=V /P .(111),(112),(113).

Se precisa el siguiente material: Cateter con
balédn apical de COMPLIANCE CERO hasta volumenes de 50 cc,
a temperaturas comprendidas entre 5 grados centigrados y 37
grados centigrados a presion nula intrabaldn a diferentes

llenados,conectado a un transductor de presion , registrador
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y Jeringa para llenado con solucién salina jintroducido a
través de la auricula izquierda y fijado con una sutura en

"bolsa de tabaco" en el anillo mitral.

Durante el periodo de la conservacion, se mide
la compliance pasiva con volumenes de 1llenado del baldn de
0 a 30 cc de solucion salina y se registran las presiones
obtenidas, asi como los valores de la dp/dt .Estas medidas
deben tomarse a la primera hora, a las doce horas y a las 24

horas de conservacion.

b)Valoracidn funcional durante la fase " IN VIVO " Esta fase
corresponde al trasplante de corazon ortotdpico segun la
técnica de Shumway,mediante el cual el corazéon conservado
durante 24 horas, se reperfunde tras su implantacidn en un

animal receptor.

Se precisa de una aguja para toma de presiones
conectadas a un traductor y a un registrador, computador para
medida de gasto cardiaco por termodilucidn y medidor para

flujos en raiz de aorta con registrador.

Una vez finalizado la circulacion extracorporea
Y, cuando el corazéon conservado soporte ya la circulacion del
receptor, se tomaran los siquientes parametros para medir la
funcidn del éGrgano:(114).

- Presiones sistélicas y diastélicas y medidas de
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todas la cavidades cardiacas y grandes vasos.Con estos datos
se construye una CURVA DE PRESIUN-VOLUMEN como medida de la
COMPLIANCE ,y se calculan los valores Dp/Dt como medida de

la contractilidad.

— BGasto cardiaco por termodilucidn de ventriculo
izquierdo y derecho asi como el flujo aértico. Se evalua la
eficacia ventricular izquierda expresando los valores de

indice de trabajo por latido y por peso.

Todo el estudioco de la funcidn contractil del
corazéon trasplantado se realiza a 1las 30 minutos del
desclampaje aértico anotando si necesita apoyo farmacoldgico
o0 no,desconectado completamente del circuito de circulacion

extracarporea.

—Validacidn del proyecto.—Mediante la implantacion
del édrgano preservado durante 24 horas en un animal receptor.
TRASPLANTE DE CORAZON ORTOTOPICO segun técnica de Shunmway
consistente en la implantacién del 6rgano preservado en la
misma situaciéon anatémica en un animal RECEPTOR mediante
sutura continua de ambas auriculas y grandes vasos de

salida,aorta y pulmonar .(87),(115).

—-—o00o—
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IT.-MATERIAL :

A.-CENTRO DE TRABAJO:

El lugar de trabajo, donde se realizd esta tesis
fueron los quirdfanos 1 y 11 del laboratorio experimental del
hospital Universitario "Virgen del Rocio" en Sevilla,
dependiente del Servicio Andaluz de Salud ,asi como toda su

infraestructura,tanto en personal auxiliar como técnico.

Toda la analitica asi como el estudio morfoldgico
fue realizado en el departamento de andlisis clinicos y de

Anatomia patolédgica del mismo hospital "Virgen del Rocio”.

El disefio y desarrollo del baldn para medida de la
" compliance ventricular izquierda " , se disefid y desarrolld

en el laboratorio de medicina y cirugia experimental

Gregorio Marafnon” en la comunidad auténoma de Madrid.

El material grafico ,asi como el estudio es-—
tadistico de la muestra fue supervisado por la comisidon de

investigacién del hospital " Virgen del Rocio " de Sevilla.
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B.—ANIMAL. DE EXPERIMENTACION:

El animal usado en toda la experiencia fue el

PERRO , de raza indeterminada .

Suministrado por el laboratorio de animales del

departamento de veterinaria del ayuntamiento de Sevilla.

Todos fueron tratados segun la "convencion Europea
para la proteccidn de los animales, usados con propositos

experimentales".

Los animales fueron vacunados previamente por el
servicio de veterinaria del laboratorio experimental contra

el virus rabico asi como desparasitados .

Se utilizaron parejas de animales de peso similar
+ - 10 Z , usaAndose el primero como donante del corazéon y al
seqgundo como receptor del mismo, tras las 24 horas de

conservacion.

Todos 1los animales fueron premedicados con
"Ketamyna"” (5Smgrs /Kg/ peso),usando para la induccién

anestésica pentotal sédico (2,95mg /Kg)

~ventilacién mecanica con 0, a 3 1/m y oxido nitroso 6 1/m.

~usando como gas anestésico "Forane ".(116).
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B.2.-ANIMAL. DE EXPERIMENTACION:DEFINICION DE LA MUESTRA:

La muestra consta de un total de 60 animales de

experimentacidon ( Perro de raza indeterminada)

Repartidos en parejas similares de peso ,donde uno

actuaba de donante y el otro de receptor del corazoén.

FASE PRELIMINAR 20 PERROS :

10 DONANTES DE CORAZON

10 RECEPTORES DE CORAZON

FASE_TESIS 40 PERROS =

— GRUPO DE CONSERVACION POR INMERSION O TESTIGO

¥ 10 DONANTES DE CORAZON

¥ 10 RECEPTORES DE CORAZON

— GRUPO DE CONSERVACION CARDIACA CON PERFUSION

¥ 10 DONANTES DE CORAZON

¥ 10 RECEPTORES DE CORAZON
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C.-MATERIAL ESPECIAL PARA LA EXTRACCION

1.-MATERIAL QUIRURGICO:

Para la extraccién del drgano (CORAZON) se

necesita el siguiente material especial:

a)Para la anestesia

b)Para la cirugia de la extraccion

a) para la anestesia

1.-pentotal en jeringa de 10 cc iv

2.—intubacidn orotraqueal mediante tubo PORTEX con balon de

inflado de baja presidn.

J.~ventilacidn con "ambG"(sistema ventilacidn manual)

4.—-aguja de puncién " abocath" n@ 18, con sistema de goteo
conectado a una solucidn Glucosada de 1500cc de

capacidad.

S.—respirador con vaporizador anestésico(Draeger Pulmomat)
y vaporizador para forane.
6.—-drogas anestésicas:
(fentanylo,pancuronio,etrane,ketamyna)

b)para la cirugia de la extraccidn:
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FUERA DEL CAMPO GUIRURGICO

l.-bisturi eléctrico,para diatermia y electrocoagulacién

2.-aspirador eléctrico,para la fase con recuperaciéon de

sangre como para la perdida.

3.—§istema cardioplejia en bolsa de presién con aguja de "
aorta"” n@ 18 F y sistema de goteo sin aire.

MESA AUXILIAR DE QUIROFANO PARA LA PREPARACION DEL. CORAZON.

l.~campo estéril,con bolsas dobles de PVC para manejo del
édrgano.

2.—contenedor corazéon isotermo ,estéril

3.-bolsas aislamiento (dos) ,para la introduccién del

corazon y su conservacion posterior.

4.—jarra con un litro de solucién fisioldgica helada a 49

C,para mantenimiento en hipotermia del corazon ,mediante

irrigacion del saco pericardico.

MESA INSTRUMENTAL

1.—-material estéril para la cirugia.

2.—cabeza aspirador

3.—mango bisturi eléctrico ,para diatermia.

4.-sistema cardioplejia (macrogoteo sin aire) +branula PVC

S5.-pinzas hemostasia "Kocher" (cuatro)

6—tijera esterndn o sierra

7-pinzas vasculares (dos)

8-separador esternal (Finochietto)

?-disector (uno)

10-clamp de aorta (uno)

11-porta aguja vascular.
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12-SUTURAS USADAS PARA LA EXTRACCION CARDIACA:

13-ligaduras de seda del 4 (dos para Vena Cava Superior y

una para Vena Cava Inferior,otra para controlar aorta)

14-ligadura seda del 2/0 { dos ) para la vena "acigos"
vena muy desarrollada en el perro ,y que es preciso

ligar.

15-seda del 2/0 con C-15"pericardio” (tres) ,para

preparacion del saco pericardico.

lé—sutura monofilamento de polipropilene 4/0 "corazon"

(dos),para lesiones vasculares durante la extraccidn.

17—-aguja para toma de biopsia TRUT-CUT

18-HEPARINA SODICA para anticoagulacion ( 3mgr X Kg peso)

19-contenedores con soluciéon de fijacidn para biopsia.(

soluciéon de Karnosky)

20-Sistema para la infusion de la solucidn cardiopleijica

consistente en:

Solucién CARDIOPLEJICA preparada por el servicio de farmacia

en bolsa EVA ( etilvinil acetato) conservada a 109 € e
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introducida en un manguito de presiédn conectado mediante un
sistema de infusidn sin aire a una aguja de aorta para
puncidn de la raiz adrtica e introduccidn ,bajo presion de

dicha solucidén.

La bolsa de presion lleva un manguito inflable
smediante una pera, conectada a un mandmetro para medir la

presidn de inflado.( 150 mmHg)

C.—MATERIAL ESPECIAL PARA LA EXTRACCION
2.-MONITORIZACION:
La monitorizacion necesaria durante la fase de la

extraccion del corazéon es la siguiente:

Control del ritmo cardiaco mediante electrocar-
diograma en una de sus derivaciones DII a través de un

MONITOR DE TRES CANALES HEWLET-PACKARD MODELD 78353A

Conectado al animal mediante electrodos de
contacto que se insertan en la cara anterior del torax
spermitiendo un control directo y visual de un trazado del
electrocardiograma de superficie en sus derivaciones DI,DII
y DII1 asi como un registro de las mismas a traveés de un
prolongador, que se aplica al registrador BECKMAN R-611
donde se inscribe sabre papel milimetrado ,el trazado
eléctrico de la derivacién seleccionada , a una velocidad de

25 mm por sequndo.(117).
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Se controla los gases en sangre arterial, e iones

mediante toma de muestras seriadas .

El llenado del sistema circulatorio se controla
mediante la PRESION VENOSA CENTRAL (PVC) para que la muestra

experimental sea homogénea.(118).

D.-MATERIAL ESPECIAL PARA LA PRESERVACION CARDIACA:

1.-SOLUCION DE CONSERVACION DEL CORAZON.—-La solucidon de
conservacion cardiaca tiene la siguiente composicién ,es la
misma usada para la extracciédn del corazéon ,por considerar
que la conservacion comienza desde la parada electromecanica

del mismo.

POTASIO...ccceuus- cemmsmans K'eveno caesnan ceesannas 30 mEq/1
SODI0..cceecencnnnnnnenanea-Na’eieiaenen cesan=ea?29mEq/1
CALCIO....cvcvcmnannns Y - «nee-0,5mEq/1
MAGNESIO. ... accrcuceconae=aMg’ucircncncaannnn ‘eemena 15mEqQ/1
BICARBONATD. .. ccucecacua- HCO,  eaeeannn cenusacssas «-10MEqQ/1
GLUCOSA. . .cnceennnn caeeasaaas chesasasmssesenanan - A
OSMOLARIDAD. . v srcuncasn- emmaasne cumemsscsceneanan 340m0sm/ 1
PH. ittt v et asoonenncsneannsncnansnannsnnnannnaasss R =

SOLUCION CONSERVACION
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Esta solucién de conservaciéon, se prepara por el
Servicio de Farmacia del Haspital Universitario Virgen del

Rocio de Sevilla.

La preparacion se realiza bajo condiciones
asepticas en campana de flujo laminar horizontal, que provee
un aire de clase 100 (es decir aire con menos de seis

particulas de 0,2 micra por litro de aire).

Partiendo de soluciones electroliticas comerciales
.reenvasandolas en bolsas de EVA (etilvinilacetato) de 3500
ml de capacidad ,y conservaAndose en frigorifico hasta su

utilizacidn en el quirdfano experimental a 10 2 C.

~—o0o—-
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D.2.-SISTEMA PARA PERFUSION DE ORGANDO AISLADO.CORAZON:E]
sistema usado en esta tesis para la conservacion del corazon

durante 24 horas esta basado en el "GAMBRO PRESERVATION

SYSTEM" PF-3A con el contenedor para drganos PF-448.

Dicho sistema consta de:
1) MAQGUINA para la impulsidn de la solucion ,enfriamiento
soxigenacidn y monitorizacidn de la solucidn de conserva-

cidn,de caracter autdnoma . (PF-3A )(fotol).

Fotografia 1

En esta fotografia se observa un detalle de
la maquina de perfusidn usada en la experiencia de esta

tesis, para la conservacidn de corazon.
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2)CONTENEDOR para 6rgano , de un solo uso , donde se intro -

duce el corazén , con la solucidn nutriente a perfundir. (PF-

48) (foto 2 ).

fotografia 22

Contenedor de PVC de un solo uso(estéril) donde
se aloja el corazon durante la experiencia.
1)MAGQUINA. La maquina usada es la PF-3A ,autdnoma y compar-—
timentada en subsistemas como:
-subsistema de monitorizacidn de :
.presion arterial continua.
-flujo de solucidn nutriente en mililitros minutos
regulables mediante selector.
.temperatura en grados centigrados ,regulables
.flujo de oxigeno en mililitros/minutos

.manétmetro de presién de la botella de gas (carbdégeno)
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—subsistema de impulsidon: mediante un rodillo de presidn
peristaltica capaz de generar un flujo variable segun

un control manual.

—subsistema de hipotermia .Para conseguir un enfriamiento de
la solucidn de conservaciédn la "maquina" lleva un circuito
cerradq por donde circula agua fria mediante una bomba de
impulsiéon y un reservorio para hielo que permite mantener
la temperatura constante. ,segun se haya seleccionado

previamente con un termostato incorporado.

—subsistema para gas. La oxigenacién de la soluciéon de
conservaciétn se consigue mediante el burbujeo del gas
comprimido en una botella con la mezcla de 95% de oxigeno
y 5% de carbodnico controlado mediante un selector que regula

la salida de gas y su monitorizacién mediante un mandmetro.

-sistema de autonomia: mediante baterias autorecargables de
litio , que permite mantener la maquina funcionando con una
autonomia de 4 horas,aunque el sistema permanece durante toda
la experiencia conectado a la red.

2)CONTENEDOR Y LINEAS:

El sistema para contener el é6rgano es de plastico
biocompatible recubierto de una camisa por donde circula
agua fria para mantenerla a la temperatura deseada y un
sistema de lineas,con filtros que permite llevar la solucidn
nutriente hacia el corazén , fria , oxigenada y éin burbujas.

(figura 1).
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ESGUEMA GENERAL DE LA MAQUINA Y DEL CONTENEDOR PARA PERFU

SION DE ORGANO AISLADO.

manometro

presion
[ Jesiteo aire arterial

Carbogeno

temperatur g
medidor
1 £lujo
bomba d
Hielo
picado aqua f'{
)
@ Pertusan
: 4gua heladga
.Arterial
Ga Desburbyjeador filtro
Oxige
Contenedor geno saljda

/
o »i-

salida Agua fria Rodillo
entrada

figura 1

En este esquema se detalla el sistema de perfusidn usadao
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E.-MATERIAL QUIRURGICO ESPECIAL PARA LA IMPLANTACION DEL

CORAZON:

l.~-bisturi eléctrico para electrocoagulacion de tejidos.

2.—aspirador calle,para la recogida de sangre no hepa
rinizada y por lo tanto no recuperable.

3.-MESA INSTRUMENTAL ( sabana,guantes y batas)

4.—-seis campos y una sabana abierta

S.-bisturi de piel y bisturi fino para la apertura de

cavidades cardiacas.

b.-sierra esterndn

7.—pinzas hemostasia "kocher" (seis)

B8-separador esternal de finochietto.

9—-pinzas vasculares largas (dos)

10-tijera diseccion larga (dos)

11-porta agujas vasculares (dos)

12-clamp”Satinsky" largo y corto

13—-clamp aorta (dos)

l4-disector largo (una)

15-mosquitos protegidos (seis)

16-jarra con un litro de suero fisiolégico a 49C. (baio
pericardico)

17-pasahilos (cuatro) para control de canulas.
18-pasacintas (dos) para control de cavas.

19-sistema para hemodindmica({aquja trocar,alargadera,llave
tres pasos,conexidn a transductor de presidn.

20—-pinzas biopsia TRU_CUT de Travenol.

21-SUTURAS usadas para la implantacidn del corazdén tras su
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conservacion. (deben ser de material irreabsorbible).
22-sutura monofilamento polipropilene 4/0 ( seis).Para
cavidades cardiacas y grandes vasos.
23-seda del 4 sin aguja (seis) para control de grandes
vasos, aorta pulmonar y cavas.
24-1igadura seda del 2/0 (dos)
25—-seda del 2/0 pericardio con c—-13 (dos)
26—heparina en jeringa ( seqgun peso)a 3mgr X Kg de peso
27-CANULAS CEC
28-Canula arterial TYGON n9 16 adrtica.Siliconadas y que
permitan flujos adecuados.
29—canula venosa (dos) USCI 26 y 32 para CAVAS.Con anillos
de refuerzo para que sean incolapsables.
30—canexidn en Y, para el sistema de drenado con dos cavas
31-Termémetro septal (Myocardial Probe DPM Shiley) para
monitorizacidn continua de 1la temperatura del animal
durante la intervencidén.
’32—clamp de tubo(dos) atraumaticos.
33-lineas arterial y venosa de PVC siliconadas.
34-Filtro arterial, para eliminacidn de burbujas que eviten
embolismos.
35-filtro de gas antibacteriano.
36—0XIGENADOR DE BURBUJAS:
Sistema " de un solo uso”, que permita la oxigena—
cién de la sangre , mediante el burbujeo del gas en su inte-
riqr, y que consiga el intercambio de temperatura para

mantener la sangre en hipotermia.
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E.2.-MATERIAL ESPECIAL ANESTESIA IMPLANTACION CARDIACA:

a) APARATO DE ANESTESIA marca DRAEGER, modelo TIBERIUS,
con sistema mezclador de gases, a base de rotametros, gue

permite combinar Oxigeno, Aire y Oxido Nitroso, provisto de:

—-RESPIRADOR por generacion de presion tipo

PULMOMAT .

—VAPORIZADORES para la administracidon de
anestésicos inhalatorios: HALOTHANO (VAPOR 19) e

ISOFLURAND (ISOTEC 3 FORANE).

—CIRCUITOS abierto, semicerrado o cerrado con
absorbedores de CO, por medio de cal sodada.
-ESPIROMETRO parcial y total (temporizador) para
control de Volumen corriente y Volumen minuto.
—MANOMETRO para control de presiones en el circuito
paciente
-ASPIRADOR por efecto Venturi generado por los
propios gases anestésicos, con presion regulable a
través de valvula mecanica.
—INTUBACION ORO-TRAQUEAL con tubo PORTEX con baldn de
l1lenado de baja presidn.
Se usa un laringoscopio de pala larga, especial-
mente disefado para intubaciéan animal,por nuestro labo-

ratorio.
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b.-LINEAS:

LINEA VENOSA: se usan dos lineas venosas, una periférica
tomada mediante aguja de puncién "Abocath” del n2 14 en vena
periférica, utilizada para la induccién anestésica.

Otra via central, tomada por puncién de la yugular interna
del lado izquierdo a través de un Cavafix y conectada a un
sistema para medida de presiéon venosa mediante una regleta
graduada en centimetros de agua , que se usa también como
via rapida de administracién de fluidos y drogas,permitiendo
de esta forma el mantenimiento en las mejores condiciones del

animal, antes y después del implante del corazén conservado.

LINEA ARTERIAL: por puncitn de una arteria {(femoral ) en la
pata del animal con una aguja de puncién "Abocath" del n217
y conectada a una llave de tres pasos con una alar-—
gadera(INFLUX) hasta un sistema de lavado continuo de
solucidn fisioldgica heparinizada ("Intraflow"),hasta llegar
a un transductor de presiédon que reqistra los cambios de
presion en la columna de suero, modificada por los cambios
de presion de la sangre y/ o de las cavidades cardiacas tras
el implante del corazéon conservado,consiguiendose una
monitorizacidon hemodindmica completa.
c.—DESFIBRILADOR CARDIACO :

Consistente en un desfibrilador de corriente
alterna con una duraciéon de pulso breve comprendida entre

0,25 y 1 segundo de 50 Hz a 60 Hz tomados directamente de la
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red de distribucidn de energia eléctrica,mediante un trans-
formador elevador.

El modelo utilizado en esta tesis es el DES-
FIBRILADOR DE PALAS INTERNAS BIRTCHER .The Birtcher corpora-

tion modelo 225 R.

Estando la tensién aplicada directamente sobre el
corazén comprendida entre 80 y 300 voltios,siendo atravesada

durante la descarga con una intensidad de hasta 15 Amperios.

d.-MARCAPASOS CARDIACO:

Como marcapaso se usa un estimulador eléctrico que
establece y mantiene 1la actividad ritmica del corazdn
mediante impulsos eléctricos periddicos, conducidos a

electrodos situados en la superficie del corazéon (epicardio).

E1l Marcapaso usado es un MEDTRONIC externo de
demanda con selector de asincronia ( fijo) o sincronia ( a
demanda) .

El oscilador del marcapaso ofrece un ritmo
variable entre 20 y 150 impulsos por minuto con una salida
en miliamperios entre 0,5 y 10 mA,conectandose al epicardio
mediante eléctrodos implantables sobre el miocardio, siendo
uno de ellos indiferente ( negativo) y el otro electrodo, el

activo( positivo)
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El uso del marcapaso es muy frecuente en corazones
trasplantados por la alta incidencia de BLOQUED AURICULO-
VENTRICULARES que presentan, ya que son corazones denervados.

El déficit hemodindmico ,tras la reperfusidn ,que
se produce como consecuencia de un bloqueo av se controla
mediante el implante de dos eléctrodos cogidos mediante un

punto a:

—uno en la cara anterior del ventriculo derecho( epicardio)

y aotro en

- masculo esternal, como electrodo indiferente.

Conectandose el generador a 100 latidos minutos
en ritmo a demanda ( asincrénico), con una salida en

miliamperios de 1 mA y 5 Voltios.

——-000~——
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3.-MONITORIZACION BIOLOGICA DURANTE LA EXPERIENCIA:

A.—MONITORIZACION DE PRESIONES.— Los cambios de presidn
originados en el sistema circulatorio ,que tienen lugar tanto
durante la fase de implantacién como durante la REPERFUSION
( es decir una vez el corazion conservado es trasplantado y
comienza a latir),son tomadas mediante un POLIGRAFO BECKMAN
R-611 DYNOGRAPH RECORDER a través de un transductor de
presion P23AA que comunica los cambios de presidn ocasionados
en el torrente circulatorio , significativos de la actividad

del corazdén.

Este modelo es un registrador oscilografico de
escritura directa programado para el registro de datos

fisicos y fisioldgicos.

Mediante un transductor de presién se registran
las presiones generadas en el corazén asi como el registro
de biopotenciales (electrocardiograma ) mediante electrodos

implantables en la superficie del térax.

El R-é611 registra sobre carta milimetrada, con
distintas velocidades del papel (usAndose para esta experien—

cia 25mm por segundos) y consta de:

1. Entrada acoplador (input coupler):la seral de entrada se

le aplica a un transductor, el cual convierte la seral en



material 72

voltios, este voltaje generado por el transductor se aplica
a un cable interconectado a la entrada del acoplador que se
usa como filtro selectivo de datos o para presentar com-

putacidn analdgica, o de frecuencia.

2. El preamplificador es un canal sensitivo udnico, el cual
amplifica las sefiales desde un nivel producido por el
transductor, a un nivel que pueda ser aceptado por el

amplificador.

3. E1 amplificador afade una ganancia adicional a la sefial,-—
proporcionando la fuerza necesaria para mover el galvandmetro
que utiliza una bobina movil para conducir la pluma y hacer

un registro.

TRANSDUCTORES DE PRESION:Se usa un transductor extravascular
que consta de un diafragma como sensor Yy un sistema para

medir su deformacion.

Paosee una cupula transparente con dos salidas,
una de ellas para purgar burbujas y la otra para medir

presiones.

El transductor de presion usado en esta tesis es
el P23AA para medidas de presiones arteriales y el P23DB para

medidas de presiones venosas.
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SISTEMA PARA MEDIDA DE PRESIONES:El sistema consta de aquja
de puncién que se intraduce en la cavidad o vaso a medir,
conectada mediante sistema luer/lock a una alargadera INFLUX,
dicha alargadera se conecta a un sistema de lavado continuo
INTRAFLOW que fluye continuamente con una solucién fisiolé-
gica heparinizada mantenida a presion, mediante bolsa de

Fenwal.

Todo el siétema se conecta a una llave de tres
pasos para toma de muestra, y control de la calibracidn
mediante el "cero" gque a su vez se conecta a una "cupula"
que estd en contacto con el transductor de presion y este
a su vez éon el monitor, donde se registran en papel mili-

metrado las presiones.
b.—MONITORIZACION DE LA TEMPERATURA:

El control de la temperatura del corazdn, se
realiza mediante la introduccidn de una sonda termiétor
(SONDA MIOCARDICA D "DPM" & "DPML" , por puncién ,en el
espesor del miocardio a nivel del septo interventricular
y conectada a un monitor de temperatura " SHILEY TEMPERATURE
MONITOR " TMI que registra en digitos la temperatura en
un rango comprendido entre 0 @ C y 50 OC.Dicha monitori-
zacion es continua durante todo el tiempo que dura la

intervencion.
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4.-SISTEMAS PARA CIRCULACION EXTRACORPOREA:

Para mantener 1la circulacién, sobre todo de
6rganos vitales, como el riAadn, higado,cerebro etc, mientras
se realiza la implantacidn del corazdén conservado,es necesa-
rio utilizar un SISTEMA DE ASISTENCIA ( CIRCULACION EXTRA-
CORPOREA) consistente en una MAGUINA PULMON-CORAZON que sus-—
tituya las funciones de bomba del corazédn y las de oxige-—
nacidn por los pulmones, compuesta por:

—BOMBA MODUL.AR SARM 3000 ( Sarns Heart-Lung Consoles Model
5000 n.14463 ) con cinco radillos peristalticos de presion
ysistema detector de burbujas,sistema de monitorizacion de
nivel de volumen del oxigenador,sistema para control de la

temperatura de la sangre y del agua.

Un rodillo se usa como bomba de impulsidn arterial
y dos como aspiradores.
El flujo arterial se modifica segun las revo-

luciones del rodillo controlado mediante un selector.

El drenaje de la sangre venosa procedente de las
cavas se realiza por gravedad, mediante dos canulas intro—
ducidas en la auricula derecha,conectadas a su vez a las
lineas de retorno.

Un sistema de aspiradores permite la recogida de
sangre del campo quirdrgico,retornandola una vez filtrado,
el sistema intravascular mediante un reservorio y doas

rodillos de aspiracion. (FOTO 3).
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Ilustr.foto 3

fotografia 3

Bomba para circulacidn extracorporea,usada para la

practica del trasplante de Corazdn en esta tesis.

Un sistema para normo—hipotermia incorporado
permite, mediante un intercambiador de temperatura, mantener
la sangre de retorno arterial a la temperatura deseada.

OX IGENADORES UTILIZADOS:1la sangre drenada mediante las cavas
es devuelta una vez oxigenada, mediante un OXIGENADOR DE
BURBUJAS con intercambiador de temperatura para que mediante
el paso de una corriente de agua, y de una corriente de
oxigeno, se consiga la oxigenacion y temperatura adecuada a

las necesidades del organismo.
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La adecuada oxigenacidn de la sangre se consigue
mediante el burbujeo de un chorro del gas en el interior del
oxigenador a través de un difusor ,que permite la difusidn

del oxigeno en la sangre.

El Oxigenador usado en esta tesis,es el COBE
OPTIFLO II (42-221), unidad estéril,usada cuando se practica

un "bypass" cardiopulmonar convencional en clinica humana.

Esta formada por una columna donde el oxigeno es

transferido hacia la sangre y donde se extrae el carbdnico.
—un intercambiador de temperatura .

-una cdmara desburbujeadora y un reservorio

arterial.

LINEAS Y FILTROS : las lineas son de PVC siliconadas en su
interior para minimizar la accién trombogénica de 1los

plasticos.

Se usan filtros en linea arterial y filtro en

lineas de oxigeno.

El filtro usado para la linea arterial es el
FILTRO DE SANGRE PALL ULTIPOR para circulacidn extracorporea,

con superficie efectiva de 645 cm * y poros de 40 nanomicras.
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Otro filtro usado es el FILTRO ULTIPOR para la
conduccidn de gas al oxigenador , que impide la conta-
minacidn bacteriana de 1la sangre e impide el blogueo
mecanico del difusor de oxigeno, sin que produzca interferen-

cia con la entrada de oxigeno.

F.—MATERIAL LABORATORIO BIOGUIMICA:

ANALIZADOR DE GASES:

Se usd el SISTEMA ANALIZADOR DE GAS EN SANGRE CIBA
CORNING 288 para el calculo del pH, (carbénico) pCO,, (Oxigeno)
p0,, sodio (Na'),potasio (K'),hemoglobina total, calcio
ionizado (ca+) y cloruro (cl-) asi como los siguientes
parametros calculados:bicarbonato real y normal (HCO,”’,an—
hidrido carbdnico total (TCO,),exceso de base in vivo e in

vitro (BE),saturacion de oxigeno (0, CT) y hematocrito.(119).

Los principios de funcionamiento se basan en

sistemas de " electrodos" como:

ELECTRODO TESTIGO: es un electrodo de Ag/AgCl ( plata/cloruro
de plata) y lleno de KC1 saturado separada de la muestra por
una membrana de celulosa, creandose una difusion entre la

muestra vy el cloruro de potasio saturado en 1la membrana.

Este potencial no cambia de una muestra a otra,-

propaorcionando un potencial constante para la célula
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electroquimica.Se realiza la conexiédn eléctrica con los
electrodos de medida por medio del conductor Ag/AgCl reves-—

tido de un polimero permeable a los iones.

La diferencia de potencial que se desarrolla entre
el electrodo de medida y el electrodo testigo varia con la

actividad del ion de la muestra.

ELECTRODOS DE pH.:Las caracteristicas acido—base de la sangre
o plasma se describen con el pH (concepto de pH introducido

por Sorensen).

Con el modelo utilizado la medicidn del pH
consiste en un electrodo de medida, capaz de detectar los

iones de hidrdgeno.

El electrodo pH es de cristal y desarrolla una
diferencia de potencial cuando el pH de la muestra difiere

del pH de la solucion de llenado del electrodo.

ELECTRODO DE pCO,.El1 anhidrido carbdnico (CO,) es un producto
del metabolismo celular y su desviacidn implica un trastorno

en el equilibrio acido-base.

El sistema de medicién se basa en el electrodo

descrito por Severinghaus ,y consiste en un electrodo de
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cristal separado de la muestra por una membrana permeable
al CO,.

SISTEMA ELECTRODO p0O, .El1 grado de intercambio de oxigeno
(0,) en los pulmones y la capacidad de la sangre de dis-—
tribuirlo por los tejidos se puede valorar calculando la
presion parcial de oxigeno en el plasma o en la sangre

completa. (120).

En el modelo usado en esta tesis (CORNING 288) el
sistema de medicion de p0, se basa en el electrodo de oxigeno
descrito por Clark . Dicho electrodo es AMPEROMETRICO vya
que mide la corriente obtenida por un proceso electrolitico

que se realiza por la presencia del oxigeno.

F.-2.-ANALIZADOR DE IONES:Se usa como analizador de iones
durante esta tesis el ANALIZADOR CIBA CORNING 288 que estudia
la muestra a través de electrodos como el de:
SISTEMA ELECTRODO DE SODIO: el sodio (Na ') es el catidén
extracelular mas importante del organismo.Desemperando un
papel importante en el mantenimiento de la distribucidn del
agua y la presion osmotica en el fluido extracelular.

En el modelo CORNING 288 utilizado en la tesis
spara la determinacién del sodio se usa un electrodo selector

de iones de cristal.

Su membrana es un capilar de cristal selectivo

de los iones de sodio.La diferencia de potencial creada entre
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el electrodo de medida y el testigo varia con la actividad
idnica de la muestra.

SISTEMA DE ELECTRODO PARA IONES POTASIO: El1 potasio (K') es
el catidn intracelular mas importante.El electrodo consiste
en un portador neutro selectivo al potasio,inmovilizado en

una membrana de PVC (polivinilo).

Se desarrolla un potencial a través de 1la
membrana que es directamente proporcional a la actividad del

potasio de la muestra.

SISTEMA DE ELECTRODO DE CALCIO IONIZADO:El calcio ionizado
(Ca’) es la forma activa del calcio y comprende el 45 7Z del
calcio total que existe en el plasma.Se usa como electrodo
selector de iones de membrana liquida y consiste en un
portador neutro selectivo al calcio,inmovilizado en una

membrana de PVC.

Esta membrana se halla en contacto con la muestra
por un lado y la solucién de llenado del electrodo por el
otro lado.Desarrollandose un potencial a través de la
membrana gque es directamente proporcional a la actividad del

calcio ionizado en la muestra.

SISTEMA ELECTRODO CLORURO:E]l cloruro es el anidn extracelular
mas importante y desempefia un papel fundamental en el man-—

tenimiento de la distribuciédn del agua, presiédon osmotica y
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equilibrio anidn—cation en el fluido extracelular.
En el modelo usado en esta tesis CIBA CORNIG 288
este electrodo consiste en un selector de iones de membrana

liquida.

La diferencia de potencial que se desarrolla entre
el electrodo testigo varia con la actividad idnica de 1la

muestra.

SISTEMA PARA MEDIDA DE LA HEMOGLOBINA TOTAL:La hemngloﬁina
es el elemento mas importante de los glébulos rojos.Es una
proteina tetranémica que consiste en cuatro cadenas polipép-
tidas,cada una de las cuales tiene una molécula HEM con-
teniendo hierro.lLas moléculas de HEM se combinan reversible-
mente con el oxigeno y el anhidrido carbdnico para transpor-
tar el oxigeno y el anhidrido carbonico entre los pulmones
y los tejidos .

En el modelo usado en esta tesis se utiliza un
método de andlisis de inyeccidn de flujos .( Ciba Corning
modelo 288).

EL CIBA CORNING 288 facilita valores de otros parametros

utilizando diversas ecuaciones como:

ECUACIONES DE BICARBONATO:Relacionando los iones de bicar-

bonato con la pCO,.

CONTENIDO DE OXIGEND:es el volumen total de oxigeno contenido
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en la sangre expresado en %Z de volumen.

EXCESO DE BASE:Expresidn empirica que se aproxima a 1la
cantidad de Aacido o base que seria necesario para dasificar

un litro de sangre para un pH normal.

ANHIDRIDO CARBONICO TOTAL:en combinaciédn con el pH y pCO,

para distinguir entre trastornos metabélicos o respiratoriaos.

El instrumento consiste en cuatro sistemas:
1)Interfaz del ordenador que facilita la informacidn y nos

permite dirigir las actividades.

2)Sistema de medidas que detecta los andlisis presentes en

la muestra y es donde se encuentran los electrodos.

3) sistema fluidico que es el responsable de los movi-—-

mientos de flujos , tanto de gas como de liquidos.

4)Un sistema electréonico que dirige todas las operaciones.

G.-MATERIAL PARA EL ESTUDIO MORFOLOGICO:

1.-PESO.-el utilizado es una balanza de precision con las
siquientes caracteristicas:

—pesadas de décimas de gramo

—platillo con 20 cmtrs de diametro

—con capsula estéril para pesada

—~hasta 500 gramos de maximo.
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2.-MICROSCOPIA OPTICA:Se wusa un microscopio convenciaonal
LEITZ (Vetzlan) con ocular graduado con reglilla y cuadricula
para estudio cualitativo y cuantitativo de 1los cambios

morfoldgicos del miocardio.

3.-MICROSCOPIA ELECTRONICA: El1 microscopio electrdnico
utilizado es el " MICROSCOPIO ELECTRONICO PHILIPS MODELO EM

300 "

4 .~-MATERIAL DE BIOPSIAS: El1 material necesario para biopsias

comprende:

—aguja para tomas de biopsia TRU-CUT (Travenol)

—contenedores de cristal para la muestra

—s0lucidn de glutaraldéhido al 5%

—-nevera de pequefio tamafio para el transporte de la muestra

—azul de toluidina

hematoxilina y eoxina

En la pagina siguiente se observa una pinza de

biopsia utilizada para la toma de muestra.({fotografia 4
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Ilustr.foto 4

fotografia 4

Pinza de biopsia para la toma de muestras.

H.-MATERIAL ESTUDIO FUNCION CARDIACA TRAS LA CONSERVACION:

1.—-BALON DILATACION INTRAVENTRICULAR,usado para medida de la
funcién ventricular tras el implante del corazéon conservado
,asi como de la Compliance Ventricular pasiva ( para deter—

minar la "dureza" del miocardio ).

El balédn para estudio de la funcién ventricular,

reune las siguientes caracteristicas técnicas:
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—fabricado en latex, para que sea lo suficientemente flexible
y se adapte a la cavidad ventricular con los diferentes

voliumenes de 1llenado.

~con compliance lo mas proxima al 0, es decir gque hasta 25
cc de llenado con solucidn salina no genere por si mismo

presidén.

—interconectado a un cateter rigido y corto para que la

transmisidn de las presiones sea lo mas fiable.

—-las modificaciones de la presiédn se transmite a un transduc-

tor de presidn, que a su vez se conecta a un registrador.

Con todo 1o anteriormente expuesto se desarrolld
un baldn en el laboratorio experimental del hospital "

Gregorio Marandon” en la comunidad autdnoma de Madrid, que fue

el usado en esta tesis.(FIGURA 2)

auricula
izquierda

ventriculd
izquierdo

figura 2
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En la figura 2 de la pagina anterior, se observa
el esquema del baldn utilizado para la medida de 1la Complian-—
ce Ventricular izquierda, en el interior de la cavidad
ventricular, una vez distendido por la inyeccidn de un
volumen conocido de solucidn salina.
2.-CAPSULAS DE PRESION Y REGISTROS :

Para la medida de la funcidn ventricular mediante
la compliance ventricular ,es preciso conectar el sistema a

un medidor de presidon y registrados de la siquiente forma:

El balén de dilatacion intraventricular disefado,
previa purga de aire con soluciéon salina, se conecta a una
llave de precisiéon de tres pasos, donde, en un extremo se
introduce una jeringa de infusiédn especial de cristal, y el
otro extremo se conecta a un transductor de presidn modelo

P23AA .

Dicho transductor de presidn esta interconectado
con un POLIGRAFO BECKMAN R-4611 DYNOGRAPH RECORDER , donde
se registra trazados de presidn en relacién con volumenes de

inyeccidn, segun la Compliance ventricular.

Se construyen curvas de presion—-volumen en
relacion con el estado contractil de la cavidad ventricular
izquierda , a lo largo de todo el periodo de la conservacion,
con lo que se pretende medir la "dureza" del midsculo cardiaco

y con ello la viabilidad del mismo tras el reimplante.
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En la FOTO 5 se detalla una curva construida por
las presiones generadas tras la introduccidn de diferentes
volumenes de llenado y el valor de la Compliance Ventricular

izquierda en esa experiencia.

ﬁﬁ

3 el d con s
MEDIDA DE COMPLIANCE PASIVA 24 hora

L 1s o

e

&

e ' —
__——————"—"—"_"——_—‘ 15 ml

volumen

fotografia 5

En esta fotografia se detalla una curva tipica
realizada para la determinacidn de la Compliance Ventricular

izquierda .

En el eje X se especifican 1los volumenes de
solucién salina inyectado para provocar dilatacidn del

balédn,y en el eje de las Y se indica la presion generada.
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I1.-MATERIAL ESTUDIO ESTADISTICO:

1.-ORDENADOR: E1 computador usado para el estudio es-
tadistico de esta tesis doctoral es el IBM personal System/2
modelo 50. Con sistema operativo DOS 3.30 con disco fijo de

20 megabites y diskettes de 3.5 pulgadas.

2.-SISTEMA ESTADISTICO:
Paquete estadistico STATGRAPH, que ademas de
realizar cAlculos estadisticos, genera directamente los

graficos correspondientes.

Se han realizado los estudios siguientes.

—Estadistica descriptiva: medidas de tendencia

central, de dispersioén y estudio de la distribucidn.

~Estadistica inferencial: correlacidon entre las

diferentes variables.

—Construcciéon de graficos y curvas representativas
de las mismas.

———000——-
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METODOLOGIA:

Se extrae el corazéon del animal donante,conser-—
vandose durante 24 horas.Posteriormente se valora el tipo de
conservacion mediante métodos morfoldgicos,bioquimicos, fun—
cionales . Por ualtimo se valora su hemodinamica, tras el

implante (trasplante de corazéon) a otro animal.

TRASPLANTE CARDIACO

Esquema experimental

CONSERVACION

V | morroLoaica
POR A
INMERSION L
CORAZON o
DEL = R | sioquimica
DONANTE A
CONSERVACION C
POR ‘ |
PERFUSION O | FunciONAL
N

figural
Mediante el esquema general arriba expuesto,se
representa el método usado para la consecucidn del objetivo.
En el se puede observar dos métodos de conservacion, uno de
ellos convencional, consistente en la conservacidon por
inmersién y el otro el disefado para esta tesis,mediante la

perfusion de un érgano.
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Se representan también los métodos usados para la
valoracioéon de dicho sistema y sus interrelaciones,asi como la
validacidn clinica mediante el trasplante de corazén.
I1.-METODOLOGIA DE LA DONACION DEL CORAZON:

A.—VEXTRACCION DEL ORGANOD: (129) El método sequido para la
extraccion del corazédn ,que se conservara durante 24 horas

sha sido en todos los casos la siguiente:

Se usa un animal( PERRO) de pesobsimilar s Con
constantes mantenidas durante la intervencidn ( donacidén)
como ,presidn arterial media por encima de 50 mmHg,presidn
venosa central en 10 cm de agua y presion parcial de oxigeno

a 100 mm Hg.

La intervencidn se realiza de la siguiente forma:
l.-pintar campo quirdrgico con alcohol yodado
2.—-sa&bana abierta
3.—conexidn bisturi eléctrico
A .-conexi6tn aspirador
S.—apertura piel sobre plano anterior del tdrax
6.-esternotomia media para llegar al mediastino anterior.
7.—apertura pericardio en T invertida y fijaciéon piel hasta
llegar al corazén.
8.-se aisla aorta y pulmonar (seda del 4),para control.
?.—dos ligaduras por cava superior
10-una ligadura por cava inferior

1l-ligadura y secciéon de vena acigos (2/0) por anomalia en
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este animal de experimentacion.

12-purgar de burbujas de aire la cardioplejia, para evitar
durante su introduccidn el embolismo coronario.

13-heparina intrauricular para anticoagulacién sistémica.
14-ligar cava superior entre dos ligaduras y cortar ,para
disminuir la entrada de sangre en el corazén , previa a la
cardiectomia.

15-extraer sangre por femoral (retirar pinza),usandose como
banco de sangre para la intervenciéon del implante.

l6é-parar ventilacidn,ya que no es preciso mantenerla.
17-1ligar cava inferior

18-CLAMPAR ADORTA lo mas alto posible (comienza la anoxia
miocardica).

19-cardioplejia dentro del sistema coronario ( 500 cc)-
mediante bolsa de presidén)

20-suero frio en pericardio un litro,para disminuir gra-
diente térmico entre epicardio y endocardio,producido por la
introduccidn de la solucién cardioplejica.

21-abrir cava inferior por encima ligadura,para drenaje.
22-abrir auricula izquierda " VPSI" ,para descomprimir
cavidades izquierdas.

23-se corta la auricula izquierda a nivel de venas pul-
monares

24-seccidn aorta lo mas alto posible

25—-seccidn arteria pulmonar por bifurcacidn

26—completar extracciéon del corazéon y llevarlo al contenedor

donde se conserva en suero salino a 4acC.
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-
L . :

fotografia 6

En la foto & se observa la aorta pinzada y la
aguja para la infusidn de solucidn cardioplejica en el
sistema coronario del corazdn donante como paso previo a la

introduccién en el sistema de conservacion .
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PREPARACION EXTERIOR DEL ORGANO:

Una vez extraido el corazén se:

27—abrir la auricula derecha desde cava inferior hasta
orejuela

28-preparacion y lavado en mesa auxiliar.

29—toma de biopsia transmural apex V.I,

30—peso del 4drgano para valorar el edema

31-transporte del mismo a la maquina de conservacién, donde
se conectard mediante la introduccién de una canula en raiz
de aorta, a través de la arteria cardtida izquierda, e
inflado del balén para impedir el retorno, asi como el cierre
mediante "Clip umbilical" de la aorta distal

32.—-iniciar la perfusién de la solucidn nutricia o intro-

ducirlo por inmersidn segun el método usado.

—————
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B.-METODOLOGIA DE LA CONSERVACION CARDIACA:Una vez extraido
el corazéon, previa parada cardiaca, por pinzamiento de 1la
aorta e infusidn de solucidn cardioplejica en el sistema

coronario , entramos en la FASE DE LA CONSERVACION .

Esta fase desarrolla el SISTEMA DE CONSERVACION
OBJETO DE ESTA TESIS y su comparacion con la CONSERVACION
TESTIGO. (POR SIMPLE INMERSION EN SOLUCION DE CDNSERVACIDN)
METODOLOGIA DEL SISTEMA DE CONSERVACION CON PERFUSION: Este
sistema consiste fundamentalmente en la perfusiédn de una
solucidn de conservacion (nutrientes) oxigenada e hipotérmica
en el sistema coronario del corazén a un flujo constante

durante 24 horas ,mediante un sistema auténomo.

Las caracteristicas que debe reunir la perfusion
del drgano son las siguientes:
19 .perfusién a flujo constante 0,4 ml x gramos de peso del
corazon al inicio de la experiencia.
29.1a solucién a perfundir esta a 102 C
3Q.oxigenacion con “carbdgeno " {( 95 L 0, y 5% CO,) 49filtrada
de particulas en suspension.
5Qcon desburbujeador (para evitar embolismos aéreos)
6Omonitorizacidon de la temperatura,flujo,presidn variables.
79 en condiciones de esterilidad.

El corazén una vez parado y extraido, se pesa y

se toma biopsias para control basal de los mismos.
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-se prepara en una bandeja con suero helado para la implan-
taciéon de una canula con baldan tipo "DPL Venous return
canulae " , gque se introduce en la aorta ascendente a traveés
de la cardtida izquierda hasta llegar un centimetro por
encima del plano valvular adrtico , a nivel de los ostium
coronarios s, para que se mantenga una buena perfusidn
coronaria gracias a la competencia de la valvula adrtica-
.(fota 7 )

Se purga de aire el sistema y se infla el baldn
con 5 centimetros cubicos de solucidn salina para que se
quede anclado en el cayado adrtico por su imposibilidad de
salir por la cardotida.

La aorta distal se cierra con un CLIP UMBILICAL
para evitar la salida retrdgrada del liquido de conservacidn

hacia el exterior.(foto 7) fotografia 7
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Una vez purgado de aire , para evitar embolismos
aéreos se conecta al SISTEMA DE PERFUSION AUTONOMO “The
Gambro Perfusion System " regulando el flujo a 0,4 ml X
gramao de peso del corazén al inicio de la experiencia.bla
temperatura se regula a 10 9 C y el flujo de gas a 150
ml/m.

Durante ia conservacitdn, sistemAticamente se

realizan los siguientes controles:( cada cuatro horas)

19Peso del corazdén

29Gasometrias de la solucién de perfusion ( pH ,PO, ,pCO, )
39medida de la presion media de perfusion.

49medida de la temperatura del miocardio.

59medida de la resistencia vasculares coronarias.

69medida de los cambios iénicos que tienen lugar en la

solucion de conservacion.

Y las siguientes determinaciones que se realizan al
principio y al final de la conservacion ( O y 24 horas ) de

la experiencia.

~ a las O horas de la conservacidn=biopsia M/0 y ME
medida COMPLIANCE. (112).
—a las 24 horas de la conservacién= biopsia M/0 y M/E
COMPL IANCE
Al terminar la conservacion, y tomadas todas las

determinaciones el organo es lavado en solucién salina
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fisioldgica a 42 centigrados y se implanta en el sistema
circulatorio del animal receptor para su ultima valoracién
FUNCIONAL IN VIVO mediante el trasplante de corazdn a otro
animal receptor.

BIOQUIMICA:

Los estudios bioquimicos que se realizan para el
estudio de la solucidn de preservacién y su estabilidad a lo
largo del periodo de conservaciédon son los siguientes:
—determinaciones seriadas de gasometrias en el liquido de
conservacion cada cuatro horas y su correcidn mediante el
aporte de bicarbonato .

-pH, ( para medir la acidosis )

—-p0, medida de la presion parcial de oxigeno disuelto en la
solucidn de conservacion,manteniéndolo constante en 400

mmHg .

-pCO, para la determinacion del carb6nico disuelto

Bicarbonato

—determinaciones seriadas de IONOGRAMAS ( cada cuatro horas)

como:

Sodio, Calcio, y potasio,previa toma de un centimetro cubico:
de solucitn de preservacién ,normalizacion de la temperatura
(37 9C) e introducciéon en CORNIG para deteccién de las

cambios iénicos.
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C.-METODOLOGIA DE LA IMPLANTACION CARDIACA .TRASPLANTE DE
CORAZON.-La valoraciéon final del corazéon conservado sera
cuando tras la implantacidn del édrgano(trasplante de corazoén)
se estudie su comportamiento hemodinamico,para lo cual se
sigue la siguiente metodologia:

A) EXTRACCION CORAZ N RECEPTOR

1.- pintar tdrax y ambas inglés con yodaopovidona.
2.—-diseccidn arteria femoral derecha para monitorizar presidén
arterial.

3.-apertura de piel sobre plano esternal.

4.-esternotomia media mediante sierra.

S.—apertura pericardio y fijaciédn a piel para hipotermia
toépica con suero salino a 4 9 C.

6.—se controla acigos ,por su importante drenaje andmalo.
7.—-dos ligaduras del 4 a cavas (pasa cinta)

PREPARACION PARA ENTRADA EN CIRCULACION EXTRACORPOREA.
B.-diseccidn aorta y pulmonar (ligadura del 4)

7.—punto en bolsa de tabaco sobre aorta, para canulaciodn.
10-bolsa tabaco con prolene 4/0 orejuela Derecha

11-bolsa tabaco con prolene 4/0 cava inferior (pasa hilo)
12-circuito arterial ,venoso y aspiradores bomba (fijarlo)
13-heparina intrauricular a 3mgrs X Kgrs peso, para conseguir
una anticoagulacion sistémica.

l14-arteriotomia adrtica para canulacidn

CONTINUACION ENTRADA CEC PARA CARDIECTOMIA:

15—conexién a la bomba de circulacién extracorporea mediante
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linea arterial, evitando toda burbuja de aire.
l6—canulaciédn cavas con canulas reforzadas USCI .
17 conexion a la bomba mediante lineas de retorno venoso por
gravedad , hasta el oxigenador.
18-entrada en CIRCULACION EXTRACORPOREA
19-hipotermia sistémica a 30 grados centigrados
20—-clampaje cavas y 4acigos para dirigir toda la sangre a
través de la bomba de CEC.
21-parada ventilacidn mecanica, ya que todo el flujo 1lo
lleva perfusidn.
22-clampaje aortico lo mas alto posible para parar el corazon
y dejarlo exangie.
23-apertura con bisturi y tijera de AD
24-continua cerca del surco AV por Al
25—-seccidn aorta cerca plano valvular
26-seccitin pulmonar cerca plano valvular
27-extraccidén corazoén.

La cardiectomia , se realiza una vez el corazon
(enfermo) esté parado y exangue, para asegurar el sitio de
implante del corazédn a valorar (conservado), gracias a la
asistencia circulatoria mediante la bomba de extracorporea.
B) IMPLANTACION CORAZON: (B87) 1la valoraciétn mas importante
del sistema de conservacidn disefiado en esta tesis se realiza
mediante el implante, del corazén conservado, en un animal
receptor , una vez extraido el suyo, y comprobandose tras la
reperfusiéon, la respuesta hemodinamica que es capaz de

realizar después de estar conservado durante 24 horas.
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Una vez extraido el corazdan del sistema de
conservacion se lleva hasta el quirdfano donde se implanta
al receptor , en situacidn ORTOTOPICA es decir en el mismo
lugar que ocupaba su propio corazéon que previamente ha sido
extraido.

Implantacidn del corazéon conservado durante 24 horas:

vena cava : ventriculo
/‘-

figura 4

En la figura 4 se observa un esquema general de la
implantacién de un corazén ,mediante la técnica desarrolla a
en esta tesis, similar a la descrita por Lower y Shumway para

el trasplante de corazén ortotdédpico.
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Mediante dicha técnica el corazdn conservado se
conecta al sistema circulatorio del receptor.
1-el corazdn donante se situa en el hemitdrax izquierdo,para
comenzar el implante.
2-la primera sutura se realiza con prolene 4/0 a distancia
vena pulmonar superior izquierda con la base de la orejuela.
3—sutura continua A.I. termina en borde inferior tabique
4-sutura continua con prolene 4/0 A.D. termina arriba
S5-sutura continua pulmonar P. 4/0 termina arriba
6-sutura continua aorta P.4/0 termina arriba
7-Extraccidn aire AD,VD,AI,VI Ao yPul con aguja.
8-desclampa cavas para llenar el corazén derecho
?-ventilacidén para llenar auricula izquierda
10-desclampa aorta con lo que se inicia la REPERFUSION del
corazdn implantado , por la llegada de sangre oxigenada al
arbol coronario del corazdn conservado ( donante)
ll-recalienta hasta 37 grados centigrados
12-revisitn de hemostasia .
13-SALIDA DE CIRCULACION EXTRACORPOREA

Una vez terminado el implante del Oorgano,e
iniciada la reperfusion del corazéon mediante el desclampaje
adrtico, se inicia la salida del la asistencia circulatoria,
dejando el corazén cada vez maneje mayor cantidad de volumen
, disminuyendo la asistencia.
14-HEMODINAMICA(medida de presiones en todas las cavidades
cardiacas.lUna vez que el corazéon soporte el solo toda 1la

circulaciéon.
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15-BIOPSIA transmural de ventriculo izquierdo (dos)
l16-—protamina como antidoto 1:1 para la heparina
17-decanulacion cavas

18-decanulacion aortica

1?-drenaje toracico

20-electrodo MP dos AD y uno VD

21—-cierre alambre esterndn

22-se termina la experiencia , con anotacién de datos.

CONTROL DE LA FIBRILACION VENTRICULAR a la salida de CEC.:

Se denomina fibrilacidn ventricular al movimiento
espasmddico e independiente de las fibras musculares del

corazon.

Siendo esta la forma habitual de salir de los
corazones conservados durante largos periodos de tiempo, como

consecuencia de la isquemia mantenida y de la hipotermia.

Por 1lo tanto es imprescindible contar con un
sistema que provoque la vuelta al ritmo normal, ya que la
eficacia del bombeo cardiaco depende de la ritmicidad vy

coordinacidn de sus camaras.

La desfibrilacién cardiaca se realiza aplicando
una descarga eléctrica entre dos eléctrodos situados directa-

mente sobre el corazédn.
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El objetivo es lograr la contraccidon simultanea
del maximo numero de células miocdrdicas ( que no estén en
periodo refractario absoluto),esperando que luego entren
todas a la vez,en su periodo refractario y el n4ddulo sinusal
vuelva a recuperar su control, manteniendo una buena hemo-

dindmica .

La eficacia de la desfibrilacidn depende de la :
—AMPLITUD de la descarga ( si es pequefa es ineficaz ya que
solo afecta a un numero pequefio de células, y si es grande
puede dafarlas )
—DURACION DE LA DESCARGA. Esta debe ser suficientemente larga
para que haya un numero elevado de células que no estén en

los periodos refractario.

—-FORMA DE LA ONDA,no es bueno valores de pico muy altos, ni

" colas™ de baja amplitud.

—ELECTRODOS, con impedancia baja entre el electrodo y el
6rgano ( buen contacto), tamafo de los eléctrodos y posicidn

de los mismos ( anterioposterior).
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D.-VALIDACION DE LA TESIS

GANANCIA DE PESO (vsiorar edema)

X MORFOLOGICA MICROSCOPIO OPTICO (cambilos microscopicos)

3 MICROSCOPIO ELECTRONICO (oambios ultraestruot.)
R GASOMETRIA (equilibrio acido/base)

A 1 BIOQUIMICA

? IONOGRAMA {cambios slectroliticos)

o COMPLIANCE (rigidez de ia cavidad ventrioular)

N | FUNCIONAL

HEMODINAMICA (funciin contractil}

FIGURA S

Segun el esquema de la figura 5 ,la validez de la
tesis se basa en el estudio de los distintos medios de
conservaciédn mediante métodos diferentes, que se describen en

paginas posteriores.
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D.~-METODOLOGIA DE LA VALIDACION DE LA TESIS:

La validacién de la hipétesis de trabajo se
realiza por tres métodos distintd;, siendo unos mas espe-—
cificos que otros y con sensibilidad también distinta, pero

complementadas entre si.

Métodos MORFOLOGICOS, donde se estudian las
caracteristicas macroscépicas del corazdn a lo largo de la
conservacion, basandonos en el peso como valoracidon del
edema.Se estudian también las lesiones morfoldgicas a nivel
celular y de tejidos, producidas por una isquemia prolongada,
relaciondndolas con la respuesta hemodinamica y con el tipo

de conservacion.

Métodos de validacion BIOQUIMICOS por deter—
minacidn del consumo de nutrientes y produccion de catabo-—
litos,detectados por muestras tomadas en la solucidon de
conservacion.

Y por dltimo una validacién FUNCIONAL en situacion
EX VIVO buscandose un método especifico y sensible, que
determine la probable funcidon del drgano antes de su im—
plante.( medida de la compliance ventricular izquierdo y su
relaci6on con la ganancia en peso por edema).

Y IN VIVO por el estudio hemodinamico tras el implante

(trasplante de corazén) del 6rgano en un animal receptor.
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1.-VALORACION MORFOLOGICA: ANTES Y DESPUES DE LA REPERFUSION=
TRASPLANTE

El estudio morfolégico de las muestras de miocar-
dio se realiza de la siquiente forma:

~TOMA DE MUESTRAS: (biopsia transmural de misculo cardiaco)

TIEMPO:19BASAL. al comienzo de la experiencia
‘,cuando el corazédn donante esta latiendo,en normotermia,bien
oxigenado y con un buen gasto cardiaco.

29AN0OXIA al final del periodo de conser-—
vacion, una vez tfanscurrido las 24 horas en el que el 4rgano
esta andxico,en hipotermia y parado.

39REPERFUSION cuando el corazén conservado
esta reperfundido y se encuentra de nuevo en normotermia vy
latiendo .

FORMA: se toman con una aguja de biopsias Tru—-Cut
de Travenol, en el apex del ventriculo izquierdo y en el
espesor del miocardio, de epicardio a endocardio,siendo
inmediatamente transferido a la soluciétn de fijacion por

inmersion .(122).

PROCEDIMIENTO DE FIJACION E INCLUSION:Se sumer—
giran al menos dos fragmentos en frascos preparados que
contengan GLUTARALDEHIDO AL 2 %Z.Los fragmentos, se deposi-
taran en este liquido fijador, inmediatamente de ser ob-

tenidos del corazén.
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La fijacidon en glutaraldéhido se mantiene al menos

dos horas en refrigerador.

Los especimenes seleccionados( se seleccionan los
cortados mas longitudinalmente ,para mejor estudio de
miofibrillas) para el estudio se incluyen y cortan segun sean

-para el:

~MICROSCOPIO OPTICO: se incluyen en parafina y se cortan en

serie, realizando tincién de Hematoxilina—Eosina.

—MICROSCOPIO ELECTRONICO:se postfijan en tetrdxido de osmio,
se incluyen en Epon 812 y se cortan.Los cortes semifinos se
tifien con azul de toluidina, pudiéndose también utilizar para

microscopio 4ptico.

ESTUDIO AL MICROSCOPIO OPTICO:

Valoracion del edema intracelular Y ex—
tracelular,degeneracion vacuolar o hidrépica,desaparicion de
las estriaciones normales del maisculo cardiaco o aparicidn
de bandas anomalias de contraccién,cambios nucleares ano-
Xxicos,picnosis,coriolisis o cariorresis,posibles depé6sito de
pigmentos intracitoplasmatico(lipocromos) y posible reaccion

inflamatoria o fagocitaria a las células necrdéticas.
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EVALUACION DE LOS CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES: Utilizamos un
metodo de evaluacidn del grado de isquemia en miocardio de

corazones conservado durante 24 horas,semicuantitativo.(123).

Esta evaluacion ,procura estandarizar las lesiones
subcelulares de un miocardio, en dos etapas.
19.—gradacidn de los diferentes estadios de las lesiones
isquémicas: (124)
—SIN LESION......ccccunuccnuns 0
—LESION DE GRADO LIGERO....... I
-LESION DE GRADO MODERADO....II
-LESION DE GRADO SEVERO.....III

-LESION DE GRADD IRREVERSIBLE.IV

29 .-gradaciéon de los cambios ultraestructurales:

—MITOCONDRIAS .Se valoran cambios en su estructura
como la hinchazon o tumefaccién ,disrrupcidon de las crestas
y /0 aparicidn de cuerpos floculentos.

-GRANULOS
-FLOCULENCIAS
-MATRIZ
-.CRESTAS
~NUCLEQOS. la disposiciéon de la cromatina
nuclear.
.CLAROS/PICNOTICOS

-MIOFIBRILLAS
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.CONTRACCION/RELAJADAS

-.BANDAS DE CONTRACCION
—EDEMA

< INTERSTICIAL

- INTRACELULAR

-VASOS

2.—-VALDORACION BIOGUIMICA:Se estudia el contenido idnico de la
solucidn donde esta inmerso el drgano al inicio y al final de
la experiencia para valorar 1los cambios sufridos como
consecuencia de la isquemia a la gue se ha sometido el

corazon.

3.-VALORACION FUNCIONAL : (ANTES Y DESPUES DE LA REPERFUSION)

El estudio funcional del corazdn se realiza EX
VIVO ( es decir durante la conservacidn y fuera del animal)
por la medida de la COMPLIANCE VENTRICULAR IZQUIERDA como
estudio de la funcién ventricular izquierda en un corazon

parado.

Introduciendo un balédn de latex en la cavidad
ventricular izquierda , a través de la valvula mitral ( se
le practica una anuloplastia para evitar que el balon se

hernie en la auricula izquierda .
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Se introducen cantidades de volumen de solucidn
salina predeterminada y se mide la presidn que genera el
balén , debido a la diferente resistencia que se le ofrece a
la dilatacidén , midiendo por lo tanto la elasticidad de las
fibras miocdrdicas como indice de funcionalidad ventricular.
VALORACION FUNCIONAL IN VIVO: Una vez finalizada la implan-
tacién del corazéon conservado en un animal receptor, se
procede a la salida de "bypass" ( circulacidn extracorporea
) y a dejar que el corazon sea capaz de mantener 1la
circulacion por si sala, practicandosele determinaciones de
dindmica intracavitarias(HEMODINAMICA) mediante la puncién
directa de todas las cavidades cardiacas , midiéndose en
ellas las presiones sistdlicas, diastdlicas y medias. Es de
cir se mide la funcidn como bomba del corazén conservado

durante 24 horas.



111

R E S UL TaAaDOS




resul tados 112

El corazén para la experiencia, se obtiene tras la
parada cardiaca inducida por pinzamiento transversal de la
aorta y la administracion de solucioén cardiopléjica hipoteér—

mica en el sistema coronario del animal donante. (125),(126).

En todos los casos la extraccion fue similar y con
ello empieza ila "conservacion® propiamente dicha
(6),diferencidndose a partir de este momento,con diez casos
(control) para un tipo de conservaciéon por simple in-
mersion(127) y otros diez casos de conservacion por perfusion

(desarrollado en esta tesis).

En la Tabla I vy 11 se describe la forma de parada
del corazéon , asi como el tiempo transcurrido desde el pinza-
miento adédrtico hasta el cese total de actividadj;siendo la
arritmia mas frecuentemente observada la fibrilacion ven-—

tricular(50%) sin relaciédtn con el resultado final.
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OBTENCION DEL ORGANO ( CORAZON)
para conservacion por inmersion.

Parada.
Bloqueo AV.

Fibrilacion V.

Bloqueo AV.

Fibrilacion V.

Parada.

- Bloqueo AV.

76 segq.
60 seg
60 seg.
55 seg.
66 seg.
60 seg.

70 seg.
70 seg.
75 seg.

Forma de parada  _Tiempo en pararse,

Fibrilacion V.
Fibrilacion V.
Fibrilacion V.

Detalle de

para conservacion.

- Tabla I

la forma de parada de las corazones

OBTENCION DEL ORGANO

para conservacion por perfusion

Fibrilacion V.
Fibrilacion V.
Parada.
Blogueo AV
Fibrilacion V.
Parada.
Fibrilacion V.
Bloqueo AV.
Parada.
Fibrilacion V.

55 seg.
60 seg.
45 seg.
70 seg.
85 seg.
50 seg.
55 seg.
90 seg.
56 seg.
85 seg.

Experiencia N*,  _Forma de parada.  _Tlempo en pararse.

Tabla

11
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El tiempo transcurrido desde la anoxia inducida
por pinzamiento transversal de la aorta hasta el cese total
de la actividad electromecdnica (TIEMPO EN PARARSE) oscild
entre los 50 y 75 segundos, siendo la media de 63 segundos,

similar para ambas series (inmersién y perfusion).

TRASPLANTE DE CORAZON

Tiempo hasta pararse el corazon

Segundos
0

70

80

50

40.... ......

30

1 ¥ ¥ ] 1 1 1 [} I T T 1 ) 1 T ] I 1
1 2 8 4 8§ 6 18 168 22 24 28 29 30 33 34 30 40 48 49 60
Casos
—— inmersion —— Pertusion

=63.6+-8.8 P=83 + -14.7 de media.

Figura 6

En la figura 6 se observa en puntos los tiempos

por inmersidn y en + los tiempos de parada en los conservados
por perfusiodn.

Se considera por 1lo tanto que el método de

extracciéon del organo fue similar y no influencia los

resultados finales de la conservaciodn.
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Todos los corazones una vez extraido son pesados
para controlar a partir de él,la ganancia del mismo y con
ello el edema miocAdrdico producido por el tipo de conser-

vacion usado.(128).

En la tabla III se reflejan los pesos en Kgrms
del animal usado en la experiencia,asi como el peso en gramo

del corazdon una vez extraido del donante.

EXP.NQ|CONSERVACION |PESO ANIMAL [|PESO CORAZON|SUPERVIVENCI

(kgrs) (grs)
1 Inmersion 30 160 no
2 ss 28 153 no
3 s 23 148 no
4 53 17 135 no
S sy 21 140 no
6 .s 19 141 no
15 ss 21 145 no
16 ss 18 134 no
22 s 25 151 no
24 ’y 18 132 no
28 Perfusidn 18 133 si
29 s 20 142 si
30 33 18 136 si
33 sy i8 130 si
34 ss 24 150 sl
35 - 20 148 si
46 - 22 150 si
48 s 20 137 si
49 . 22 145 si
S50 .5 23 1446 si

133833033833 833333333¢3333 333303823 Tabla III
X Media 21.25 142.80 x
X Desviacion 3.40 7.9 X

1222333230332 23338 3338333328820 82

Para que la muestra fuera homogenea se usaron
animales de peso similar con una media similar entre los dos

métodos de conservacidn usados.
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CONSERV. INMERSION CONSERV.PERFUSION

PESO ANIMAL (MEDIA) 22Kgr+/-4.4 20.5Kr+/-2.1
PESO CORAZON (MEDIA) 143grm+/-9.1 141grm+/-7.2

Por lo tanto ambas series fueron similares en el

peso del 46rgano y la muestra se considera homogenea.

Se midid el peso del corazéon cada cuatro horas
durante toda la experiencia,observandose los resultados
expuestos en la TABLA IV,para asi determinar el grado de
edema miocardico producido como consecuencia del método de

conservacion. (129).

EXP.NQ|CONSER| PESO CORAZON 4 h} 16 h|24h % SUPERVI
VACION (grs) VENCIA
1 Inmer. 160 160 [161 158{-1,3 no
2 s> 153 133 |154 155} 1,3 no
3 s 148 148 |148 1392|-0,6 no
4 ’s 135 136 (136 136} 0,7 no
S 55 140 140 141 140] © no
() s 141 141 (140 1421 0,7 no
15 s> 145 145 |144 143]-1,4 no
16 s> 134 134 135 133]-0,7 no
22 ss 151 151 {151 151§ © no
24 s 132 132 130 130]-1,5 no
28 Perf. 133 149 (150 155116,5 si
29 ss 142 150 (160 163]14,7 si
30 ss 136 157 1159 161)18,3 si
33 s 130 170 174 180]38,4 si
34 s> 150 168 |170 179|19,3 si
35 s 148 154 {168 170|14,8 si
446 - 150 192 |199 202135 si
48 . 137 140 (162 174127 si
49 ’s 145 169 170 175]20,6 si
50 ’ 146 150 |168 176120,5 si

Tabla IV
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El mayor incremento de peso se produce en las-

primeras cuatro horas para después permanecer constante.

En la dltima columna de la TABLA IV se especifica
la ganancia porcentual en peso del corazéon y su relacion con

la supervivencia.(130),(36)..

La ganancia media en corazones conservados por
inmersiéon fue del —-0.8%+/-2.09 frente a una ganancia media de
22.5%gramos +/-B.27% de los conservados por perfusidn,lo que
representa una diferencia significativa en ganancia de peso
segun el tipo de conservacién usado y por lo tanto del edema

miocardico.(131).

Segun 21 modelo de conservacidn el corazén,una vez
extraido se dirije a la inmersién con soluciédn hipotérmica
para su conservacién durante 24 horas (132),(17) o se in-
troduce en el perfusor para iniciar el método diserado para

esta tesis.

En el modelo de conservacion con perfusion se
determina parametros hemodinamicos durante las 24 horas que
se expresan en la siguiente tabla TABLA V.

En los corazones conservados por inmersiédn, no es
posible determinar dichos parametros ,ya que se hayan solo
inmerso en la solucion de conservacion sin ninguna conexion

mediante lineas.
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EXP. |PESO FLUJ] PRESION |[PRESION! RVC RVC SUPERV
NUM. |CORAZON INICAL FINAL INICIALJFINALIVENCIA
1 160 - - - - - no
2 193 6] - - - - no
3 148 0 - - - - no
4 135 o] - - - - no
be 140 (0] - - - - no
& 141 0 - - - - no
15 145 0 - - - - no
146 134 0 - - - - no
22 1351 4] - - - - no
24 132 o] - - - - no
28 133 53 15 20 37 50 si
29 142 57 18 28 43 70 si
30 136 54 12 20 30 51 si
33 130 52 14 30 35 75 si
34 150 60 15 24 37 60 si
33 148 59 18 23 45 63 si
446 150 &0 17 28 /42 70 si
48 137 395 15 24 37 79 si
49 143 58 15 28 37 70 si
50 146 58 15 23 38 37 si

TABLA V

El fluijo de perfusidn se mantiene constante,ob-

tenido a partir del peso del éGrgano en gramos por 0,4 ml

FLUJO BOMBA PERFUSION = 0,4 x Gramos en peso del dérgano.

(129),(135). Siendo la presion de perfusiéon dependiente por

lo tanto de la resistencia al paso de dicho flujo.

partir de la formula:

La Resistencia vascular coronaria

Resistencia Vascular Coronaria=

(136).

se calcula a

Presion perfusion/Flujo Coronario x Peso

en mm de Hg X minutos x gramos / ml.(137).
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La ganancia porcentual de la Resistencia Vascular
Coronaria es de un 71.4 %Z en mmHg por minutos gramos mili-
litros, a lo largo de las 24 horas que dura la experiencia,
lo que representa un importanté papel en el desarrollo de
edema miocardico y en la funcidén postoperatoria del ar-—

gano.{(137),(129) .Figura 7

RESISTENCIAS VASCULARES CORONARIA
Conservacion PERFUSION

resistencias vasculares coronarias

100

33 34 36 46 48 49 ©0
Numero de experiencia

Bl iniciai Final

Figura 7

En la figura 7 se observa un aumento de la
resistencia vascular coronaria en todos los casos de los
conservados con el método de perfusiétn coronaria,siendo
superior en aquellas experiencias en las que la funcidn

postoperatoria fue inferior (experiencia 33 y 46)
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La oxigenacidn de la solucidn de conservacion se
obtiene a partir de una mezcla de carbonico y oxigeno ( 954
y 9% respectivamente) (CARBOGENO) para que las presiones
parciales de oxigeno no sobrepasen los valores patoldgicos

gue sean toxicos para el drgano.(134).

Se consique una mayor presion parcial de oxigeno
en aquellos en los que se hace burbujear el gas en su
interior (139) encontrandose una ganancia del 44.7 %L +-37.05%

(116).

Todas las determinaciones de presiones parciales
de oxigeno,ph y carbdnico se realizan con ambos métodos de

conservacion y al inicio vy al final de la experiencia.

Los resultados obtenidos de las muestras de
solucién nutricia en contacto con el 6rganc a lo largo de
toda la experiencia se exponen en la TABLA VI y en ella se
observa 1la importante acidificaciéon del medio, con una
perdida de pH del - 13.717 en los corazones conservados por
perfusion frente a un 4.6 % de los corazones conservados

"por el sistema de inmersiéon en solucidn nutricia. (138)

La acidificacién del medio determinada por la
caida del Ph.esta provocada por la acumulacion de acido
lactico como consecuencia del metabolismo anaerobio a la que

se ve saometido el érgano .
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EXP| CONSER 'PH | PH JPD2 PO, lPCD2 PCO, |SUP
NUM| VACION JINIC.|] FINAL|]INIC INAL NIC INAL {VIV
1 Inmers.|7.9 7.4 80 110 27 25 no

2 s 7.8 7.3 94 130 24 23 no

3 - 7.8 7.4 82 145 24 24 no

4 >3 7.9 7.5 79 160 23 24 no

S - 7.7 7.3 78 110 21 24 no

b ss 7.8 7.4 a2 130 23 28 no

15 s 7.7 7.9 92 140 24 23 no
16 sy 7.9 7.6 83 99 23 30 no
22 - 7.8 7.9 79 125 27 31 no
24 s 7.8 7.6 94 160 25 24 no
28 Perfus.|7.8 6.8 128 1460 37 39 si
29 ss 7.9 6.7 147 227 20 29 si
30 s 7.8 6.9 222 259 24 50 si
33 - 7.9 6.1 200 270 16 31 si
34 - 7.8 7.0 128 260 18 25 si
35 5 7.3 6.8 219 387 28 46 si
46 - 7.8 6.5 150 300 30 41 si
48 s s 7.9 7.1 154 172 i8 20 si
49 53 7.9 7.2 210 200 21 29 si
S50 ss 7.7 6.2 140 179 17 23 si
Tabla VI

Las presiones parciales de carbdnico experimentan
una ganacia absoluta en todos los casos de Grganos con-—
servados por perfusion de un 47.69 7 +-32.7/. siendo mas
inferio e incluso negativas en los conservados por inmersion.

6.057%+-12.7%.

En la TABLA VII se exponen los resultados obteni-
dos, tanto al inicio como al final de la experiencia (24 horas
de conservacion) ,determinandose los cambios iénicos en dicha
solucién tras la conservacion con respecto a los obtenidos

a su inicio .
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Dichos cambios determinan, la salida hacia el
exterior de sgolutos,con acumulos de los mismos o la dis-
minucidn por consumo en el édrgano,como indice de actividad

metabdlica (140)

EXP.| CONSER Na - |Na K K Ca Ca SUPERVI
NUM.| VACION] Inic.{Fin j(Inic.|Fin [Inic.|Fin VENCIA
1 Inmers 94 93 30 35 (0,40 10,40 no
2 ss 94 94 30 35 (0,40 0,30 no
3 s 95 94 30 30 |0,50 0,40 no
4 sy 93 94 29 31 10,40 jo0,40 no
S s - 94 95 30 30 (0,50 0,30 no
6 s9 93 23 30 40 (0,50 10,30 no
15 5 92 91 28 30 10,40 (0,30 no
16 sy 95 93 30 31 0,50 (0,40 no
22 s 94 26 29 30 (0,30 0,30 no
24 s s 92 90 29 30 (0,50 (0,40 no
28 Perfus. 95 94 30 45 10,50 (0,10 si
29 .s 92 91 29 47 10,50 10,20 =51
30 s 25 94 30 392 0,60 (0,40 si
33 sy 94 93 29 50 (0,50 10,20 si
34 ss 92 90 30 44 (0,50 (0,10 si
35 ss 94 93 30 35 0,50 (0,40 si
46 ’> 92 93 28 48 10,40 0,30 ‘si
48 s 94 93 29 46 (0,50 }0,30 si
49 s 935 90 30 45 (0,50 (0,20 si
50 s 92 90 30 45 10,50 0,20 si

Tabla VII

Las muestras de sodio inicial y final a las 24
horas se mantienne con pequefas variaciones con pérdida de —
0.3%Z en inmersion y -1.5%Z en los conservados por perfusion
(144) ,mientras que el potasio aumenta en un 46.6Z en per-—

fusidn y un 107 en inmersion(142).

El calcio entra en el tejido miocardico dismi-—
nuyendo en la solucidn en un -49.87% en los conservados por

perfusidn y un ~-19%Z en los de inmersién (143),(141).
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Las lesiones morfoldgicas observadas al mi-

croscopio de luz tras la toma de una biopsia al final del
periodo de conservacion se describen en la tabla VIII. (146)

stanto en las correspondientes a la conservaciéon por inmer-—

s16n como las conservados por perfusion (146).

EXP. EDEMA. | NUCLEO. MIOFIBRI| EXTRAV. ] INFLAM.
1 ++ +++ - ++ -

2 +++ +++ - +++ -

3 +++ +++ - + -

4 ++ ++ - - -

5 ++ +++ - - -

&6 +++ ++ - + -

15 +4++ +++ - ++ —

16 ++ +++ - - -
272 ++ ++ - - -
24 +++ +4++ - + +
28 + ++ - - -
29 + ++ - - -
30 +- - - - -

33 +++ +++ rota +++ +
34 + ++ - - -
35 +— + - - -
44 +++ +++ rota +++ +
48 ++ ++ - - -

49 + + - - -

50 + + - - -

Tabla VIII
En ellas solo se describen el edema intracelular

y extracelular FOTO B con degeneracidn vacuolar e hidropica
{147) ,borramiento de las estriacciones del miusculo cardiaco
0 aparicion de bandas anomalas de contraccién FOTO 2 ,cambios
nucleares anédxicos (picnosis) y reacciones imflamatorias FOTO

10 y/0 hemorragia FOTO 11.
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Edema intersticial. fotografia

Picnosis fotografia n2 9
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_

Signos imflamatorios. fotografia 10

Hemarragia. fotograftia 11
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Las lesiones ultraestructurales observadas como
consecuencia de la anoxia miocardica se describen en la tabla
IX, en corazones conservados por simple inmersiéon y en la
tabla X por corazones conservados por perfusidn (148),—

(149),(130)y(151).

CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES (Conservaciéon por perfusion)
EXP. EDEMA NUCLEO MITOCONDRIA| MIOFIBRILLA VAS0S
int. ex. cresta matriz
28 2 2 3 3 2 contract 3
29 2 2 3 2 3 contract 3
30 1 2 1 2 1 contract 1
33 4 4 4 4 4 rotura 4
34 2 3 3 3 3 bandas Z 2
35 1 2 1 2 2 contract 1
46 4 4 4 4 4 rotura 4
48 3 2 3 3 3 contract 3
49 2 2 3 2 1 bandas Z 2
90 2 3 2 3 3 contract 3
Tabla 1X

CAMBIOS ULTRAESTRUCTURALES. (Conservacioéon por inmersion)

EXP EDEMA NUCLEQ MITOCONDRIA] MIOFIBRILLA VASO
int. ex. cresta matriz
1 3 6] 4 3 4 rotura 2
2 4 0 4 3 4 contract 3
3 4 1 4 3 3 contract 4
4 3 1 3 4 4 contract 3
o 3 O 4 3 4 rotura 3
b 4 1 3 4 4 contract 3
15 4 O 4 3 4 contract 2
16 3 1 4 4 3 contract 3
22 3 2 3 4 4 contract 3
24 4 1 4 3 4 rotura 4

TABLA X
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Las lesiones observadas se graduan segun el
siguiente esquema:

GRADO O = no hay lesidn,es normal.

GRADO 1 = minima lesidn ultraestructural.

GRADO 2 = lesiones maoderadas.

GRADO 3 = Rotura mitocondrial,picnosis importante,pérdida

de capa media en el vaso.
GRADO 4 = Sarcolema roto,floculencias mitocondriales,le-

siones consideradas irreversibles.

——o0o——
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La valoraciéon funcional se realizd bajo dos

formas:

SITUACION EX VIVO es decir fuera del animal y durante la fase
de conservacion TABLA XI mediante la medida de la Compli-
ance Ventricular izquierda,donde la pérdida o caida de 1la
misma se relaciona con la supervivencia y el edema mio-

cardico.(152),(153),(154),(153).

EXP.| CONSER EDEMA RVC COMPL.IANCE SUPERVI
NUM VACION ganancia perdida VENCIA
1 Inmers. - 1.0 - 0.20 no
2 ss 1.3 - 0.15 no =
3 s ~0.6 - 0.10 no
4 s 0.7 - 0.20 no
5 - 0.0 - 0.10 no
6 ss 0.7 - 0.15 no
15 s 1.4 - 0.10 no
16 ss 0.7 - 0.20 no
22 - 0.0 - 0.20 no
24 . 1.5 - 0.20 no
28 Perfus. 16.0 S50 0.07 si
29 - 14.0 70 0.09 si
30 ss 18.0 51 0.03 si
33 ss 38.0 75 0.10 si
34 . 19.0 60 0.10 si
35 23 15.0 63 0.04 si
46 s 35.0 70 0.10 si
48 ’s 27.0 79 0.07 si
49 - 21.0 70 0.05 si
50 s> 20.0 37 0.12 si
Tabla XI

En la tabla X1 se relaciona la ganancia en peso
representado como EDEMA con la pérdida de Compliance o

distensibilidad del corazén.
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La valoraciéon IN VIVO una vez reperfundido el corazédn en el
sistema circulatorio de un animal huesped ( trasplante de
corazon )(156),(189) se realiza mediante un estudio hemodi-
namico a la salida de bypass, cuyos datos se representan en

las éiguientes tablas TABLA XII y TABLA XIII.

VALORACION FUNCIONAL ( Conservacidén por inmersion
EXP. SALIDA SALIDA PRESION PRESION SUPERV.
ANDOXIA C.E.C ADRTICA AURIC.I
1 0 o) (o) 0 Exitus
2 0] 0 0 0] Exitus
3 0 0] 0 (0] Exitus
4 0 0 0 0 Exitus
S 0 0] 0] 0] Exitus
& 0 0 0 (o) Exitus
15 0] 0 0 0) Exitus
16 2 o] (0] 30 Exitus
22 2 0 o] 35 Exitus
24 2 0 0] 34 Exitus
Tabla XII
VALORACION FUNCIONAL (Conservacién por perfusion)
EXP. SALIDA SALIDA PRESION PRESION SUPERV.
ANOXIA C.E.C AORTICA AURIC.1I
28 2 3 75 22 Vivo
29 2 3 635 23 Vivo
30 1 1 85 18 Vivo
33 2 4] 10 38 ExitusT
34 3 2 85 20 Vivo
33 1 1 90 20 Vivo
46 2 (4] 295 35 ExitusT
48 2 2 85 21 vivo
49 2 1 90 16 Vivo
S50 2 3 70 18 Vivo

Tabla XIII
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Se tomam presiones en mm de Hg en raiz de abrta
y simul taneas en auricula derecha e izquierda,sistodlica,dias—
tdlica y media,relacionandolas con la salida de anoxia y la
salida de Circulacién extracorporea,es decir tras la reper-—

fusion. (157),(190),(191).

Los grados para evaluar la salida de ANOXIA y de
CEC tras la REPERFUSION del drgano se expresan de la si-

guiente forma:

SALIDA DE ANOXIA (tras la reperfusion):

0 no sale de anoxia

1 si sale de forma espontanea

2 si sale en fibrilaciéon ventricular
3 si sale en blogueo av

SALIDA DE CIRCULACION EXTRACORPOREA

0 no sale de CEC

1 sale espontaneamente

2 sale con apoyo de bomba de CEC

3 Necesita para salir apoyo farmacoldgico

4 Necesita apoyo de marcapaso



DISCUSION
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Del andlisis de los resultados anteriormente
expuestos,se observa un comportamiento diferente del &rgano,

segun el tipo de conservacion usado (158).

Los cambios morfoldgicos groseros reflejados
fundamentalmente por el PESO y sobre todo por la ganancia del
mismo a lo largo de la experiencia, representa el EDEMA
miocardico (129) ocasionado por la entrada de liquido desde
el sistema vascular hacia el intersticio y mas tardiamente
hacia el interior de la célula miocardica (159),(1&0),
como consecuencia del sistema de perfusion usado para la

conservacion.

En la (Figura 8) se observa la diferencia sig—
nificativa en ganancia porcentual de peso,segun el tipo de
conservacion usado en esta experiencia,siendo el paso de
liquido al interior del miocardio nulo en los corazones
conservados por inmersion,mientras que es evidente en los que
se perfunden con solucidn nutricia a través del sistema
vascular coronario (161),(162).

Hay un crecimiento del 22.5 Z
de media de peso, en los perfundidos contra solo -0.8%4 en
los conservados por simple inmersién,como se observa en la

figura 8.
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TRASPLANTE CARDIACO
Ganancia relativa (%) de peso cardiaco

% de ganancia de peso
26

20

16

10 /
5
9/ 0.07 1
o e

.
=-0.8
-8
"10 T T T T T Y T T T T
(4] 4 16 24
Tiempo en horas.
—— inmersion —+ Perfusion
FIGURA 8

El edema miocdrdico en su primera fase es
intersticial,para en sus fases mas tardias bhacerse intra-
celular, por el paso de liquido hacia el interior de la

célula con la consiguiente perdida de funciéon de la misma.

Este edema se atribuye al balance entre la
presion de perfusiéon,la presion coloidosmotica (159), a la
disminuciéon del drenaje linfaAtico y a la ausencia de con-—
traccidnjisituacién esta en la que se encuentra un corazon

cuando esta en el periodo de conservacidn.
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Esta disfuncidon en la regulacidn del volumen de
agua se produce fundamentalmente por una diferencia de
presiones ,sobre todo coloidosmatica (160) que dificulta la
funcidn cardiaca,sin que indique una perdida absoluta de
contractilidad (163),(164),(165) sinoc solo una disminucidn

de la misma como se abserva en la (FIGURA 9)

T. CARDIACO (conservacion por perfusion)
Ganancia de peso y Presiones arteriales
(linea de tendencia)

Presion arterial (mm Hg)

10 16 20 26 30 35 40
% de ganancia de peso cardiaco

— P Arterial sist. -+ P Arterial diast.

Figura 9

En la Figura 2 se relaciona mediante una ecuacidn

de regresién de Pearson,las presiones arteriales a la salida
del by—-pass tras la reperfusién del corazdn, con la ganancia
porcentual del peso,aobservandose una disminucidn de presiones
de salida a mayor peso ganado durante la conservacion
(166),signo de mala funcidn postoperatoria del organo como

consecuencia del edema.
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En la figura 10 se correlaciona la ganancia
porcentual en peso ( edema) con las presiones auriculares de
llenado ventricular en el postoperatorio inmediato,tras 1la
reperfusion del corazdn,observandose una mayor presion de
llenado a mayor peso ganado,siendo también un indice de
perdida de funcién ventricular y relacionada con las pre-—

siones picosistdlicas adrticas.(167),(168).

Estadisticamente esta relacidn se expresa: como
correlacion significativa entre la ganancia porcentual de
peso y las presiones arteriales de salida tras la reperfusidn
del drgano r=.864 (para las presiones sistélicas) y r=.778 (
para las presiones diastdlicas) con una relacidn estadis-—
ticamente significativa a un nivel de confianza del 95%
entre el crecimiento porcentual del peso ganado durante la
conservacion y las presiones auriculares r=.714, para la
auricula derecha y r=.716 para la auricula izquierda respec—

tivamente. (p<0.003).

Esto solo nos indica que el edema miocardico
tiene una accidn negativa sobre la funcidn postoperatoria
inmediata del corazéon una vez reperfundido,aunque como més
tarde se vera, no irreversible,si no mas bien como diluyente
del calcio idnico,acumulado en exceso en el exterior de la
célula y que contribuye a la contractura isquémica del

miocardio.
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T. CARDIACO (conservacion por perfusion)
Ganancia de peso y Presiones auriculares
(linea de tendencia)

0 Presion auricular (mm Hg)

0 ¥ ¥ ¥ L) 1

10 18 20 28 30 a8 40
% de ganancia de peso cardiaco

=== P Auricula dcha. — P Auricula izqda.

FIGURA 10
El edema miocadrdico produce una compresion

mecadnica del sistema microvascular coronario,provocando por
lo tanto un aumento de la Resistencia Vascular Coronaria
smedida al principio y al final de la experiencia,como se
observa en la figura 11, donde se relaciona la ganancia en

peso con la Resistencia vascular coronaria -(137).(192).

En la figura 11 se representa en el eje de la
ordenadas la ganancia en 7 del peso ,lo que es representativo
del edema y en el eje de las abcisas la resistencia vascular
coronaria.Se relacionan mediante una ecuacién de regresion,
observandose que a mayor edema mayor resistencia vascular

coronaria,con un coeficiente de correlacién de R=.4928.
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CONSERVACION CORAZON
Correlacion Peso y R.V.C.

0 resistencla vascular coronaria %

100

. L
) / :

° T T T
0 10 20 - 80 40
ganancia peso %
Ecuacion de regresion r=.4928

FIGURA 11

La compresion mecdnica , produce una pérdida de
distensibilidad o COMPLIANCE y por lo tanto un aumento de las
presiones de 1llenado con deficit de 1la perfusiéon sub-
endocardica, lo que justifica su pobre funcién pos—

toperatoria.(163).

El edema cardiaco representa a nuestro entender un
" mal menor"(116) como consecuencia de la perfusiédn de solu-—
ciones en el interior del sistema coronario, ya que con-

tribuye significativamente a la dilucién del Calcio que sale
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al intersticio como consecuencia de la anoxia (169) y por 1lo
tanto favorece la contractilidad miocAdrdica , evitando en
cierto modo la contractura isquémica provocada por aumento
del calcio, y el acimulo de catabolitos tdxicos procedentes
del metabolismo anaerobio,que se depositan en el exterior de

la célula.

Los cambios morfoldégicos groseros, manifestado
principalmente por el peso del érgano,tienen una represen-—
taciéon fina,representada por lesiones estructurales obser-
vadas al microscopio de luz asi como al electronico vy

descritos anteriormente en las TABLAS VII-VIII-IX-X .

Son el resultado de una isquemia severa sobre el
miocardio, como consecuencia de la separacion del corazon de
su sistema circulatorio,asi como del sistema usado para la

conservacion.

lLos cambios estructurales dependen del tiempo que
se mantiene la isquemia ( que en nuestra experiencia siempre
es el mismo ,24 horas de conservacion) y de los medios usados
para contrarrestar la anoxia ( que en nuestra tesis se
refieren a dos ,inmersion o perfusion). La lesidn estructural
mas observada es el"edema intefsticial", manifestado en forma
grosera por el cambio de peso anteriormente expuesto vy

relacionada directamente con el tipo de conservacion usado .
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Otras lesiones estructurales,relacionadasdirecta-
mente con la isquemia a la que es sometido el 6rgano pero de
caracter reversible ya que desaparecen cuando cesa la causa
que los motivé (isquemia) son:la desaparicion de los depod-—
sitos de glucégeno,alteraciéon de las miofibril las,marginacién
de la cromatina nuclear,perdida de la matriz granular normal
y desorganizacién de las crestas que presentan las mito-

condrias en condiciones normales (174),(173),(1764).

Todas estas lesiones se aobservan en aquellas
experiencias en las que el sistema de conservacién fue mejor,
que son el B0Z de los casos conservados por perfusion menos

en las experiencias 33 y 46.

En aquellos casos cuyas condiciones de conser-—
vacién fueron peores,los cambios estructurales se hicieron
mas marcados, encontrdndose la cromatina nuclear agregada a
lo largo de la membrana,mitocondrias hinchadas,con perdida de
crestas,aunque son lesiones que retornan a la normalidad tras
la reperfusiétn por lo que son consideradas reversibles

(176) . (FOTOGRAFIA NQ12)
Existen dos signos de IRREVERSIBILIDAD de los
miocitos cuya apariciéon es una lesiédn inequivoca de perdida

de funcidn definitiva y son:

ROTURA DE DE LAS MIOFIBRILLAS (FOTOGRAFIA NQ 13).
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DENSIDADES AMORFAS 0 CUERPOS FLOCULENTOS desarrollada en el
interior de la matriz de las mitocondrias (177),(149).
ROTURAS EN EL PLASMALEMA detectable en las membranas de los

miocitos (178) (FOTOGRAFIA NO14)

. T R 2 LI Ok ,_.‘A \ ',I;A» N 9 { l“l\.

Tlustr.foto 12

FOTOGRAFIA N 2 12

En esta microfotografia se observa la destruccion

de una mitocondria,con rotura de su membrana y crestas.
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FOTOGRAFIA N2 13

Detalle de una miofibrilla rota

FOTOGRAFIA N2 14

Rotura del sarcolema
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No existe una diferencia precisa entre la rever -
sibilidad e irreversibilidad de lesiones estructurales

llamado PUNTO DE NO RETORNGO(169)

Nosotros consideramos lesiones reversibles,
aquellas lesiones celulares que desaparecen cuando cesa la
isquemia que los provocéd ( durante la reperfusiion) y lesiones
irreversibles a aquellas que no desaparecen cuando cesa la
causa (Cuerpos floculentos y rotura del sarcolema) (179),-

(180).

En nuestra serie solo encontramos en un caso
(caso 33) CUERPOS FLOCULENTOS y fue éxitus tras la re-
perfusion, y en otro caso( caso n9 46) se encontré rotura del
sarcolema y también fue seguido de éxitusypor lo que con-

firmamos lo anteriormente expuesto.

Todas las demds lesiones fueron reversibles
aunque en los casos de 1los conservados por inmersion, que su
funcién postoperatoria fue muy mala, no encontramos lesiones

irreversibles, pudiendo concluir que :

- la presencia de lesiones irreversibles se sigue de mal
funcioén postoperatoria,pero no en toda mal funcion del organo

se observa siempre lesiones irreversibles en su estructura.
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Dichos cambios estructurales si son severos se
relacionan directamente con 1la funciédn postoperatoria del
organo (171),(172) ,aunque se observan antes de que ocurra el

deterioro hemodinamico (108).

La perdida de contractilidad es 1la primera
consecuencia de 1la isquemia, la restauracidn del flujo
sanguineo no se sigue de la restauracion de la funcion
contractil a los niveles de coﬁtrol y sin embargo no es

indice de la muerte de los miocitos.

Relacitn entre el grado de lesion histolégica y

funcién postoperatoria del corazoén.

N2 CASO GRADO LESION FUNCION CARDIAC
1 4 0
2 4 0
3 4 0
4 4 0
) 3 0
b 4 0
15 4 o
16 3 0
22 3 0
24 3 0
28 2 3
29 2 3
30 1 1
33 4 0
34 2 2
35 1 1
446 4 o)
48 3 2
49 2 1
50 2 3

TABLA XI1v



discusion 144

GRADO LESION

o] no hay

1 minima

2 moderada

3 severa

4 graves {( irreversible)

FUNCION CARDIACA

0 no late

1 salida espontanea

2 necesita apoyo CEC ( bomba)
3 necesita apoyo farmacos

Existe una clara correlaciton entre la severidad
de las lesiones y el grado de funcién cardiaca tras la reper-—
fusidn,cuando se implanta el corazéon en otro animal re—

ceptor.(TABLA X1IV)

Todos 1os corazones estudiados presenta una
ligera perdida de contractilidad demostrada IN VITRO mediante
el estudio de 1la Compliance, e IN VIVO por el estudio
hemodindmico realizado tras 1la reperfusion mediante el
implante del drgano en un animal receptor ( trasplante de

corazon).(193).
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Desde el punto de vista bioquimico las mayores
consecuencias de una isquemia severa mantenida son:
19 El1 cese de la glucolisis aerobia y su paso a la anaerabia-—
(180) con reduccidn del gradiente transmembrana de Sodio (Na)
y Potasio ( K) y la sobrecarga de Calcio
29.-el aumento de los catabolitos fundamentalmente lactatos
con acumulo de hidrogeniones { H +) con la consiguiente

acidificaciéon del medio.(194),(195).

La determinacién de la concentracion de hidroge-—
niones o medida de pH del medio donde se encuentra inmerso el
6rgano, es un método ideal para determinar la acidez del
mismo y asi el grado de lesidn isquémica a la que se haya

sometido.

En la figura 12 se observa la caida del pH en
todo los casos ,10 que indica una acidificacién del medio
como consecuencia de la hipoxia a que se encuentra sometido

el corazén.

LLa linea horizontal (eje de las X) O es el pH
considerado normal 7.37 ,observandose que todos los valores
estan por debajo de dicha linea(acidosis) y en todos los
casos tratados en X de perdida.

En la figura 12 el punto(.)son los corazones
conservados por inmersion y la(+)son los conservados por

perfusion.
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TRASPLANTE CARDIACO
Qanancia relativa (%) de pH

0 % de ganancia

0
N
(-]
-
-
.
-

Casos

— inmersion —+ Perfusion

FIGURA 12

El acimulo de catabolitos ( Hidrogeniones) (Aci-

dosis) producido por la isquemia tiene consecuencias letales

sobre los miocitos, por lesidn sobre la membrana (SARCOLEMA)-

-(177).

La acidosis provoca una inadecuada formacion de

ATP produciendo una desnaturalizacidn de las enzimas vy

dafiando a la membrana celular provocando una perdida impor-
tante(irreversible) de funcién del 6rgano.(196),(197).

Asi se observa una relacion estadisticamente

significativa entre la acidificacion del medio y los re-

sultados de la prueba, medida hemodinamicamente al reper-—

fundir el corazéon.
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En la figura 13 se observa la linea de tendencia
y la correlacién entre la pérdida de pH (acidificacidn) y lés

presiones arteriales del corazén conservado.

T. CARDIACO (conservacion por perfusion)
Cambics de pH y Presiones arteriales
(linea de tendencia)

Prcilon arterial (mm Hg)

140
120 e . /

100 4o / e
"’
"’
80 e
/ T
°° e T SRS

40 oo _...................:g.,..-:" .......
20 et T
o ":’ 1 v 1 L T
-26 -20 -16 -10 -5 0

% de ganancia de pH

—— P Artorial sist. -—+- P Arterial disst.

FIGURA 13

En la figura 13 se representa la correlacién

existente entre pérdida de pH ( eje de ordenada) y el eje de
las abcisas con la presidn aédrtica como indice de funciodn

postoperatoria del corazén .

Con un coeficiente de correlacion de r=0.779 para
con la presion sistélica y r=0.819 para con la presion
diastdlica a la salida de la reperfusiéon tras el trasplante
de corazéon, por lo que es altamente significativo con un

nivel de confianza del 95 7 .
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Con respecto a la relacidn con las presiones
auriculares como otro indice hemodinamico de funcién cardiaca
s también son estadisticamente significativo como se aprecia

en la figura 14

T. CARDIACO (conservacion por perfusion)
Cambios de pH y Presiones auriculares

(linea de tendencia)

0 Presion auricular (mm Hg)

o ¥ T ¥ 1
-26 -20 -16 -10 -5 o
% de ganancia de pH

—— P Auricula doha. -—+- P Auricula izqda.

FIGURA 14

En dicho grafico se observa la correlacion
existente entre la perdida de pH ( acidosis) y el aumento de
la presiédn de llenado ventricular izquierda, como indice de

perdida de funcion.

Donde r=-0.686 representa el coeficiente de
correlacion de Pearson, para las presiones de auricula

derecha y r=-0.595 para las presiones auriculares izquierdas
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Las determinaciones de gases en soluciones
tomadas en la solucidn nutricia muestran una ganancia de la
p02 del 44.5 con una desviacion estandar del+— 3I7.5 sin
correlacion con la funcidén ventricular postoperatoria y solo
debido al burbujeo mantenido durante toda la experiencia,lo
que hace aumentar los niveles de la presion parcial de

oxigeno.(162),(163).

La €CO2 tampoco tiene correlacidon con la funcién
ventricular postoperatoria por lo que no se considera un

indice para medir la viabilidad del corazén conservado.

Para el estudio de la funcién del érgano con-—-
servado se valora los cambios 1iénicos que ocurren en la
solucidn de conservaciédn usdndose como indice de viabilidad,

a traves del estudio de su metabolismo.

La lesion de la membrana celular (sarcolema) pro-—
ducida por la isquemia,provoca un falta de regulacién en la

entrada y salida de iones a través de la misma.

La entrada de constituyentes extracelulares en el
interior de la ceélula ( miocito) y la perdida de enzimas
desde el miocito hacia el espacio extracelular son las

principales consecuencias de la rotura de la membrana.
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Estos dos hechos, son incompatibles para la super-—
vivencia celular.

La pérdida o acumulo de iones,puede detectarse

por analisis del tejido o por el estudio del fluido ex-—

tracelular,que en nuestro caso es la solucién de conservacion

donde se haya inmerso el 6rgano.(103).

Nos informan por tanto de forma inversa ,de la
perdida idonica que tiene lugar en el corazdon como conse-—

cuencia de la isquemia a la gque se ve sometido.(103)

En la tabla VII se detallan los resultados obtenidos

al principio y final de la experiencia con los dos sistemas.

TRASPLANTE CARDIACO
Perdida media de Sodio

P media absoluta

93,8 e Sy i
L e
92.6 ez
-4
92
inicial Final
muestra

l - inmersion -+ Pertusion '

FIGURA 15
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En la figura 15 se representa graficamente la pérdida
absoluta de sodio (Na) con ambos métodos de conser-—
vacion,siendo de -1.5 para los perfundidos y de -0.3 en los

conservados por inmersion.

Esta pérdida esta relacionada directamente con la
sufrida por el potasio (K) debido a la interrelacién de ambos
iones por el uso del mismo sistema de bombaj;que al detenerse
por la falta de fosfatos de alta energia produce una mala

regulacion del intercambio idnico transmembrana.

Estos resultados no tiene correlacion con el
resultado final y solo indican fallo en el sistema de bomba

iédnica.
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TRASPLANTE CARDIACO
Ganancila relativa media de POTASIO

POTASIO

44

ot
e
s
petod
o
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i

34

....
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e
"

29
INICIAL FINAL
MUESTRAS

- inmersion - Perfusion

FIGURA 16

Una de las primeras consecuencias de la isquemia
es la perdida de la funcién de bomba para el transporte de
potasio al interior de la célula,cuando no se produce, se
detecta un aumento de potasio en el sistema extravascular (

solucion de inmersidn) (183).

Como se observa en la FIGURA 16 hay un aumento pro-—
gresivo entre el inicio y el final de la experiencia del ion

potasio con ambos sistemas de conservacion.

Existe por tanto una pérdida de potasio intracelular y

un acumulo de sodio en el interior de la célula.



dimscusnion 153

TRASPLANTE CARDIACO
PERDIDA RELATIVA CALCIO

CALCIO
0.5 tws

0.45 -

0.4

0.36

.

0.3

.

0.26
INICIAL FINAL
MUESTRAS

- inmersion -+ Pertusion

FIGURA 17

El aumento en los niveles de calcio idnico en el
interior de la célula esta producido por la salida de calcio
desde los depédsitos de almacenamiento intracelulares y por
la entrada de calcio desde el exterior de la célula ( en la

solucidn se detecta una pérdida) hacia el sarcoplasma.

Esto produce en el interior de la célula una so—
brecarga de calcio, que activa las enzimas degenerativas ,
deteniendo la produccién de energia (104),(182) y la rotura
del sarcolema con la consiquiente muerte celular .(184),-

(106).
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£l edema miocardico desempedfia un importante papel

en la dilucidn del calcio para disminuir este fendmeno.(185).

No existe significacién estadistica ( en todos
los casos la correlacién fue menor que 0.5) en los cambios
ionicos detectados de los fluidos extravasculares ,entre los

dos sistemas de conservaciéon usados, debido a que:

1Qlos cambios son muy pequeros y de dificil cuantificacion

29s0lo0 detectan lesidn en el sistema de bomba idnica y en

ambos casos esta dafada.

39la muestra esta contaminada ,pues no es posible detectar

los cambios arteriovenosos de la misma.

Como consecuencia podemos afirmar , que la deter-
minaciones idnicas en los fluidos extracelulares, solo
indican dafo isquémico, sin especificar que tipo de conser-—
vacion es mejor, por lo que cabria esperar mejores resul tados

con determinaciones idnicas de el propio tejido.

t#ttttttitttttttttltttttttttttttttttttttttttttttttttttttttt

Por lo tanto ,la determinaciones de iones en la
solucion de conservacion,no es BUEN INDICE para medir la
viabilidad de un corazén conservado.

EXXEEAK AR RN EE KRR KA R R R R R RN R R R R R R AR AR KRR KKK RRKK KX
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Sin embargo el estudio de la funcidn EX VIVO del
corazon mediante la medida de la COMPLIANCE VENTRICULAR
PASIVA si lo consideramos un buen método para valorar la

funcidon de un corazéon conservado.

PRESERVACION MIOCARDICA
COMPLIANCE /PESO

4 Perdida de compliance

12

2
0 T Y T
0 10 20 30 40
ganancia porcentual peso
—— Series 1
CORRELACION

FIGURA 18
El edema miocdrdico desempefia un importante papel en la
dilucién del calcio acumulado en el sarcoplasma como conse-
cuencia de la isquemia (186),(187),disminuyendo la actividad
sobre las enzimas degenerativas pero provocando la pérdida de
funcion ventricular tras la reperfusion debido a la caida de

la COMPLIANCE VENTRICULAR IZQUIERDA o DISTENSIBILIDAD.
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Existe una pérdida de compliance ventricular
izquierda entre la medida en el inicio de la experiencia y la

tomada al final de la misma.(188),(113).

La pérdida de la compliance es superior en
aquellos corazones que ganaron mas peso,segun se observa en
la FIGURA 18, donde a mayor ganancia porcentual en peso (
EDEMA ) mayor perdida de compliance (—.1600 +/-0.459) de los
conservados por inmersion frente a (-.077 +/-2.9) de los
conservados por perfusién,lo que es estadisticamente sig-—

nificativo.

En la FIGURA 19 se agrupan ,aquellos cuya pérdida
de compliance fue superior o inferior a 10 y se relaciona con
la funcidén ventricular observada tras la reperfusiéon (tras—

plante de corazén)

La funcién ventricular esta basada en la relacidn
presiones de llenados ( presiéon auricula izquierda) con las

presiones de salida( presiones picosistédlicas adértica).(44)

Observandose, que aquellos corazones cuya pérdida
de compliance fue superior, presentan una funcién post-
operatoria peor que aquellos cuya pérdida de compliance fue
inferior ,necesitando por tanto presiones de llenados menores
para producir buenas presiones picosistolicas.(198),(199),—

(128).
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RESULTADOS
FUNCION VENTRICULAR

0 presiones picosistolica

ool -
I I /\I\ 1
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FIGURA 19

Todas las presiones picosistdlicas de 1los de
menor pérdida de compliance se encuentra por encima de 100
mm de Hg ,con presiones‘de llenado inferior a 28, mientras
que aquellos cuya peérdida de compliance fue suberior, por
mayor edema ,las presiones aédrticas son pequefas para unas
presiones de llenado muy altas.

Considerando la caida de presiones picosistdlicas
con las presiones de llenado (PAl) como indice de funcidon
ventricular izquierda,hay una correlacion entre la pérdida de
compliance (edema) y su funcidn postoperatoria como se

observa en la figqura 19.
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EDEMA ‘GC;MPLMNG: PRESION

LLENADO

PERFUSION
SUBENDOCARDICA

¥ FUNCION VENTRICULAR

FIGURA 20

La justificacion a este fendmeno esta detallado
en la FIGURA 20 donde se observa como el edema miocardico

produce una pérdida de compliance ,esto a su vez endurece"
la cavidad ventricular por pérdida de distensibilidad, pre-
cisando mayor presiéon de llenado para provocar la dilatacion
de la cavidad ventricular y por lo tanto un deficit de
perfusién subendocadrdica al producirse la reperfusion tras el
trasplante, que provoca una disminuciéon de la funcidn

ventricular postoperatoria,expresada por la correlacion entre

presién auricula izquierda y presiones adrticas.
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De todo lo expuesto anteriormente , para valorar
el método de conservaciéon disefado para esta tesis,se deduce
s que existen unas pruebas bioquimicas "sensibles"” pero no
"especificas" para valorar la viabilidad del corazén y por
lo tanto para valorar el método de conservacion usado.Unas
pruebas morfoldgicas que representan de forma exacta la
lesion isquémica,perc de dificil y costosa preparacion en
tiempo; y unas pruebas funcionales en situaciédon Ex-Vivo que
valoran el estado del érgano solo como misculo y no en su

funcidn primordial como bomba.

Ninguna de ellas por si sola predice con exac-
titud la funcidn cardiaca,siendo todavia hoy la implantacién
del corazdn conservado la unica forma sensible y real de
valorar adecuadamente y en toda su extension la funcién para
la que el drganc fue creado.(200),(201),(202).1la generacion
de un gasto cardiaco adecuado para mantener vivo el organismo

que lo soporta.
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RESUMEN =

En este trabajo de investigacidon se disefia un
sistema para conservacion del corazdédn,durante un periodo de
tiempo superior al que actualmente se considera seguro para

la practica clinica de un Trasplante de Corazon.

El sistema usado consiste en un dispositivo
compuesto por una bomba peristaltica para infundir wuna
solucién nutricia e hipotérmica en el Arbol coronario de un

caorazon donante.

Dicho corazén se mantiene conservado durante 24
horas mediante el sistema de perfusion de las coronarias y en

hipoteéermia.

Para valorar el método se compara con el que se usa
actualmente en clinica bumana mediante la simple inmersion

del corazon donante en soluciéon hipotérmica.

Se determina la validez del método con estudios
bioquimicos,morfolédgicos , funcionales y por ultimo llevando
el corazon conservado hasta la implantacion en un animal

receptor, como indice de mayor viabilidad.
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CONCL USITONES
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12.-Se demuestra en esta tesis , que la mejor forma de
conservacion de un corazon,extraido del donante para
trasplante, por encima de las cuatro horas,y con buen re-
sultado morfolédgico y funcional, es mediante la perfusion

de una solucion a través de su sistema coronario.

29.-En esta tesis se demuestra que los elementos fundamen-—
tales de la solucidn a perfundir en coronaria para el
mantenimiento del corazdén en buena situaciodn son :solucion

en hipotérmia, hiperkaliémia y oxigenada.

32.-5e aporta un nuevo método especifico, sensible y de fdcil
realizacion para la valoracidn de la futura funcidn del
corazon antes de su implante ( situacidn EX ViV0).Este método
consiste en la medicidn de la " Compliance ventricular”me-—

diante un sistema disefiado especialmente para esta tesis.

42.-Con el sistema que se aporta disefado especialmente para
esta tesis, se han conseguido supervivencia del injerto por
encima de las 24 horas de conservacion extracorporea,con

buena funcidn una vez trasplantado al receptor.

58.-La conservacién de un corazén para trasplante durante 24
horas fuera del donante,y con buena funcidn una vez reperfun—
dido,representard un gran avance en la prdctica clinica de

un programa de trasplante de corazon.
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