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El nimero de pacientes que reciben un trasplante de pulman se ha visto limitado debido a la
escasez de donantes aceptables. Muchos pacientes podrian beneficiarse si existiera un mayor
nimero de drganos disponibles. El objetivo de este estudio fue evaluar la wamndad de un mo-
delo experimental y determinar s re-
sultados funcionales como receptor del xenoinjerto. Se utilizaron veinte perros mestizos y diez s tancits
Se, con un peso entre 30 y 40 kilogramos, 10 perros y 5 cerdos fueron utilizados como donantes y los restantes
10 perros y 5 cerdos como receptores. Se conformaron 3 grupos: grupo I: os cerdos fueron utilizados como do-
nantes y los perros como receptores; grupo Il os perros fueron donantes y los cerdos receptores; y grupo ll: de
control, los perros fueron utilizados como donantes y también como receptores. £l procedimiento consistid en
trasplantar un pulmdn y reparar el hilio contralateral. Se evalus la funcién ventilado en ambos pulmones y lue-
90 5610 con el pulmsn trasplantados Finalmente al sacrfica los animales se realiz6  estudio morfolégico. Los
valores de 1 (Pa02) obtenid e eperfusion dl rgan fueron simi-

Resumen

Do 1y Il tieron una marcada dismincion de la Pa02 comparado con os valores preclampea, por el contrario
en el grupo I, la Pa02 se alcanzando significativas con los otros
dos grupos. No hubo diferencias al comparar entre e ity presion arterial media sistémica (PAS) pre y
osreperfusion en los grupos 1y il y hubo una leve disminucion en el grupo Il luego de clampeado el hilio con-
tralateral la PAS disminuy6 los grupos Iy I, los animales del grupo
Il La presion media de la arteria 0 lantado fue similar a aque-
lla obtenida antes de Ia reperfusion en los grupos | y I, noténdose un leve incremento en los animales del gru-
Po Lo valores de complemento fueron ndetectabies en todas 1 muesres analzadas. 1 andisis histolagico
de fos p los grupos 1y porel
plantados del grupo Il mostraban alteraciones minimas. La similitud de la anatomia del hilio pulmonar en am-
bas especies permite efectuar el implante del 6rgano sin inconvenientes. £n este modelo, ninguna especie mos-
76 mejor funcién o tolerancia al injerto, que la otra.

Palabras Clave: Trasplante pulmonar - Xenotrasplante

The number of patients that receive a lung transplant has been limited due to the scarcity
acceptable donors. Many patients could benefit if more organs were available. The aim of this
Study was to evaluate the viability of an experimental discordant xenotransplant model
(porcine-canine), and to determine what species present better functional results as receptor of a xenograft.
Twenty mixed-parentage dogs and ten Landrasse pigs (weight: 30 to 40 kg) were used. Ten dogs and five pigs
were used as donors, and the remaining ones, as receptors. Animals were divided in three groups: ) pigs were
donors, and dogs, receptors; and pigs, receptors;
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and receptors. The proceeding consisted of a single lung transplant plus dissection of the contra lateral pul-
monary hilium. Postoperative ventilatory function was first evaluated in both lungs, and then, exclusively i the
graft (sparing the native lung). After sacrifice, sp in Arterial
oxygen-partial pressure (PAO2) obtained after graft reperfusion was similar to that obtained pre-reperfusion in
al groups. Nevertheless, after clamping the contra lateral hilium, the PAO2 of animls in groups I and I
hereas in group I, the PAOZ remained stable.
This difference was statitically significant. No itrencs i e av i srpercs irean el Glod

L. After clamping the contralateral hlium, it dimnies strkingly in groups I and Il remaining stable in

" 1 only
a mild increase was noted in group Il. Complement concentrations were undetectable in all assessed samples.
Hitlogyshowed sevreateratons ingrafs o grous  an I wheress i thase f roup I, the aertiors
were minimal. the of both
it 2 nerveninee. 1o xpermstal ol nons o ht s v beta 14t oerarce o
other one.

Index words: Lung transplant - Xenotransplant.

O nimero de pacientes que recebe um transplante de pulmao tem sido limitado devido &
escassez de doadores aceitaveis. Muitos pacientes poderiam ser beneficiados se existisse um
niimero maior de 6rgaos disponiveis. O objetivo deste estudo fof avaliar a viabilidade de um

Resumo

resultados funcionais como receptor do xeno-enxerto. Utilizaram 20 cées mesticos e dez porcos Landrasse, com
peso entre 30 40 quilogramas, 10 caes e 5 porcos foram utilizados como doadores e os 10 caes e 5 porcos
restantes como receptores. Foram distribuidos em 3 grupos: Grupo I: os porcos foram utilizados como doadores
e 0s s como receptores; grupo I os cies foram doadores e o5 porcos receptores; @ 0 grupo I de conrole.
s caes foram util doadores e o transplantar um pul-
méo e reparar o hilo contra-lateral. Avaliou-se a fungdo ventilatdria em ambos os pulmaes e depois somente
<om o pulmao transplantado. Finalmente, ao sacrificar 0s animais, realizou um estudo morfolgico. s valores
de tensio parcial de oxigénio arterial (Pa02) obtidos logo da reperfusio do 6rgéo foram similares aos valores
pré reperfusao nos 3 grupos; porém apds ocluir o hilo contra-lateral, os animais dos grupos | e l apresentaram
uma marcada diminuicéo da Pa02 comparada com os valores pré clampeamento, diferentemente no grupo I,
a Pa02 se manteve estavel com diferengas estatisticamente significantes com os outros 2 grupos. Nao houve
diferencas na pressao arterial média sistémica (PAS), pré e pos regerfuséo, 105 grupos | e Il e houve uma leve
diminuigio no grupo I Iogo do do hi PAS diminui nos gru-
postell, rupo Il A artéria (PAP) logo apds a
rener(uséo o 3o ransplantad foi smilo aquela obtda antes da repersdones rupos € I, notando e

/m leve aumento nos animais do grupo Il. Os valores de complemento no foram detectéveis em todas as
s smafsadas, A andfse hitléis dos pulmes Yanplantsdos nos srupes 1 ¢ i monros sHureEses
graves; ao contrario, os pulmées implantados do grupo lll mostravam alteragdes minimas. A semelhanca da
anatomia do hilo pulmonar em ambas as espécies permite efetuar o implante dos orgdos sem inconvenientes
Neste modelo, nenhuma espécie mostrou melhor fungao ou toleréncia ao enxerto que a outra.

Transplante pulmonar -
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Introduccién E\o trasplante de pulmén se ha

enfermedad pulmonar terminal mostrando un rapido in-
cremento en el nimero de casos efectuados en todo el
mundo'*. En nuestro pais, a partir de los estudios pione-
105 de Lanari y colaboradores en 1951, varios grupos s
han dedicado al tema*.

Sin embargo, el nimero de pacientes que r
un trasplante de pulmon se ha visto limitado debido
a la escasez de donantes aceptables". Muchos pacien-
tes podrian beneficiarse con este tratamiento si exis-
tiera un mayor nimero de 6rganos disponibles. Para
resolver este inconveniente, distintas estrategias han
sido ensayadas: mejor educacion comunitaria, criterio
de aceptacion de donantes més eléstico, aumento en
la indicacion de trasplante unilateral, y el uso de
donacién parcial de Srganos”. Desafortunadamente
esta biisqueda ha producido solo un incremento mo-
desto en la disponibilidad de Grganos. Podrian con-
siderarse como otros medios de aumentar la disponi-
bilidad de érganos, a ablacién a partir de donantes a
corazén no batiente’ y el xenotrasplante. i bien la
probabilidad de aplicacién clinica en el futuro inme-
diato es remota, el

Grupos
Se conformaron 3 grupos: grupo | (xenotrasplante,
cerdo-perro: os cerdos fueron utiizados como do-
nantes y los perros como receptores; grupo Il Gxeno-
trasplante, perro-cerdo): los perros fueron donantes y
los cerdos receptores; y grupo Il (control, homotras-
plante alogénico, pero-perro): 0s perros fueron uti-
fizados como donantes y también como receptores.
Donante

Quince caninos fueron anestesiados con la adminis-
tracien intramuscular de 20 mgikg. de ketamin se-
quido de una induccidn con sofluorano al 3 %. Como
mantenimiento anestésico se utlzs iflucrano a 12 %,
fentanil

mgkg. Luego de efectuarse intubacion endotra-
aueal, fueron colocados en posicén supina y sujeta-
dos  1a mesa. Se llevd a cabo una esternotomia me-
diana, el pericario y ambas pleuras fusron abierts,
sedisecaron y repararon (a5 venas cavas superir e in-
feior, aorta ascendentey tronco de artria pulmonar.
Una infusion endoveniosa de 300 UUKg. de heparina
se aplico en una vena periférica, se realizé una jareta
de nylon 50 (Prolenc®) en el tronco de I artria pul-
monar,  se canuld la misma con una canuia arterial

uro de pancuronio 0,01

te) ofrece la posibilidad de una fuente
que podrian estar disponibles electivamente
cuando fuera necesario™

El objetivo de este estudio fue evaluar Ia viabilidad
de un modelo experimental de xenotrasplante discor-
dante (cerdo-canino) y determinar qué espe
senta mejores resultados funcionales como receptor
del xenoinjerto.

pre-

Animal

Veinte perros mestizos y diez
cerdos Landrace, con un peso
entre 30y 40 kilogramos fueron utilizados en un mo-
delo experimental de xenotrasplante pulmonar; 10
perros y 5 cerdos fueron utilizados como donantes y.
los restantes 10 perros y 5 cerdos como receptores.
Todos les recibi i

Material y método

0" 14 (dip@);
taglandina PGE1 (Alprostadil®), ambas venas cavas
fueron ligadas, la aorta ascendente clampeada, la
orejuela dela auricula izquierda fue seccionada y am-
bos pulmones perfundidos a través de la canula en la
arteria pulmonar con solucién de Euro-Collins fria
(4°) a 40 cm H,0 de presion hasta obtener salida de
a solucion limpia (sin restos de sangre) por la orejue-
a izquierda. EI bloque cardiopulmonar fue extraido
con los pulmones insuflados al final de la inspiracién
(final de volumen tidal); a arteria pulmonar izquier-
da, el bronquio izquierdo y un rodete de auricula iz-
quierda de 5 mm englobando la desembocadura de
las venas pulmonares del mismo lado fueron diseca-
dos y seccionados manteniendo el 6rgano insuflado
dejando el pediculo lo més largo posible.

de con los “Principios de Cuidados de Animales de Labo-
ratorio” formulados por la National Society for Medical
Research y la "Guia para el Cuidado y el Uso de Anima-
les de Laboratorio” preparada por la National Academy
of Sciences y publicada por el National Institute of Health
(NIH publicacion 85-23, revisada 1985).

ceptor y quirirgico
Los animales fueron anestesiados de igual manera
aque los donantes y fueron ventilados inicialmente
con un volumen tidal de 15 mi/kg. Una frecuencia res-
piratoria de 20 por minuto y una presion positiva al
final de la espiracion de 3 cm de H.. Los parémetros
de respirador fueron modificados durante el procedi
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miento para mantener un estado acido-base de 7,40
+5. Una toracotomia izquierda en el quinto espacio
intercostal permitio disecar las estructuras del hilio
pulmonar y ci para re:

Complemento
Previo a reperfundir el injerto (s6lo pulmén nativo
funcionando), y luego del periodo de estabilizacion
(pulmones nativo e implantado fun-

la neumonectomia. Luego la arteria pulmonar y el
bronquio contralaterales fueron disecados y repara-
dos con una lazada de seda. £l pulmén donante fue
implantado uniendo los elementos del pediculo en el
siguiente orden: bronquio, arteria y auricula. €l bron-
quio se anastomosé mediante sutura continua de po-

cionando) se tomaron sendas muestras de sangre
arterial, se colocaron en un recipiente con agua-hielo
y se las centrifugé a 4° C a 2000 rpm durante 5 minu-
tos, luego se separé el suero sobrenadante y se lo
congels a 70° C hasta que fueron procesadas para
medir niveles de C3 y Ca.

o
sa puntos en equis del mismo material en a porcion
cartlaginosa. Lo anastomosis de la arteria pulmonar
y de la auricula izquierda se llevo a cabo empleando
una sutura continua de nylon (Prolene®) 5/0. Quince
minutos antes de desclamplear los elementos vascula-
res para reperfundir el 6rgano implantado, se admi-
niste6 al receptor 10 mgfkg. de metiprednisolona
(Solumedrol®) a través de una vena periférica. Des-

Luego de sacrificado el animal se extrajo el blogue
cardiopulmonar para estudio histologico. Los especi-
menes fueron fijados en formalina y coloreados con
hematoxilina-eosina y analizados por un observador
externo (sin conocimiento de la correlacion entre
grupo y compatibilidad de especie). Un escore de in-
juria histolégica fue determinado como normal (0),
moderadamente anormal (1) y severamente anormal
@) tas moderadas incluyeron clara

pués de 1 hora amica ven-
tilando y perfundiendo ambos pulmones, la arteri

pulmonar y el bronquio contralateral fueron clam-
peados, dejando al animal dependiendo del funcio-
namiento del pulmdn implantado solamente. Al anu-
lar el pulmon contralateral se disminuyo el volumen
tidal a la mitad y se auments la frecuencia respirato-
ia en un 50%. Diez minutos después de clampear el
hilio contralateral y luego de realizar las mediciones
hemodingmicas, os animales fueron sacrficados me-

evidencia de edema perivascular y peribronguial,
congestion vascular, o evidencia de inflam:
anormalidades severas fueron hemorragia intrapul-
monar, severa congestion vascular, o evidencia de
trombo intravascular.
Estadistica
El estudio estadistico se realizé comparando grupo.
contra grupo en cada variable empleando la prueba T,
asumiendo varianzas desiguales. Un valor de P menor
o5 . . il

diante la inyeccion
Mediciones hemodinamicas

Se tomaron muestras de presion parcial de oxigeno
(Pa02) (Radiometer ABL 300, Copenhague, Suecia) en
sangre arterial y se registr6 la presion media arterial
sistémica (PAS) y la presion media de la arteria pul-
monar (PAP) (Critikon Dinamap Plus, Tampa, EE.UU)
en 3 momentos del procedimiento: inmediatamente
antes el

Resultados El tiempo de isquemia fria,
tiempo de ablacion y de im-

plante fueron similares en

todos los grupos.

Exceptuando una leve discordancia entre la por-
cién membranosa del bronquio del cerdo y el perro,
observamos una disposicion similar con buena con-

lamente el pulmén nativo funcionando); 10 minutos
luego de liberar los clamps de los vasos pulmonares
(posreperfusion: ambos pulmones funcionando, nati-
Yo e implantado); y 10 minutos despues de clampear
la arteria pulmonar y el bronquio contralaterales
(posclampeo: solamente el pulmén implantado fun-
cionando). Los valores se expresan como media +/- 1
desvio estandar de la media.

v el hilio pulmonar del receptor. En un caso de cerdo
receptor se produjo una lesion de arteria pulmonar
que fue resuelta sin inconvenientes. No hubo muer-
tes en el intraoperatorio y todos los animales fueron
sacrificados al momento previamente estipulado.

Los valores de tension parcal de oxigeno arterial
(Pa02) medida en mm Hg obtenidos luego de la re-
perfusion del 6rgano fueron similares  los valores



Dr. M. Boglione y col.

Rev. de Cir. Infanti 13 (2) 2003

prereperfusion en los 3 grupos (294,8 +- 54,05 y 392

+1-76,49 pre y pos reperfusion enel
rUpo I; 257,8 +/- 55,45 y 30,2 +/- 141,68 en el grupo
17y 217 +/-27,28y 247,6 +/- 1197 en el grupo ). Sin
embargo, luego de la oclusion de arteria y bronquio
derechos, los animaes del grupo |y Il tuvieron una
marcada disminucion de la Pa02 comparado con los
valores preclampeo: 90,4 +/- 12,05 (p<0.001) y 96 +/-
36,57 (p<0.01); por el contrario en el grupo I 1a Pa02
se mantuvo estable (281,6 +/ 29,6) alcanzando dife-
rencias estadisticamente significativas con los otros
dos grupos (p<0.0001) (Tabla 1).

Los resultadios de las mediciones de presion arterial
sistemica (PAS) se muestran en la tabla 2

No hubo diferencias al comparar entre los valores
pre y posreperfusion en los grupos |y Il (p=0.43 NS y
P=0.27 NS respectivamente) y hubo una leve disminu-
in en el grupo 1 (p<0.049). Luego de clampeadorel hi-
lio contralateral la PAS disminuyé notoriamente en los

GRUPOI [2948+-5405 [392.+4-7649 |904+/-1205

GRUPO I [257,8.+/-5545 (3002 414168 96 4/ 3657

GRUPOIN[217+/-2728 2476 4 1197|2816 412950

alores de presién parcial de oxigeno arterial
e idatinlrmgrl it ity

1244367

GRUPOI 8244254 (83641903
GRUPO N |1096+/-7,12 (10264371 |142+/-436
GRUPON 594 48,11 (8244723 934674

Tabla 2: valores de presion arterial sistémica expresados
como media +1- 1 desvio estindar e la media.

rupos 1y 1l (p<0.0001), los

animales del grupo Il (p=0.23 NS). Al comparar losre-  GRUPOI [30+:99  [226+-79  |518+-83
rupo I vs los grupos Iy 1l

sultados poscampeo del grupo v 05 grupos U Guwoulravas |wesas [sisvs

La presién media de la arteria pulmonar (PAP) lue-  GRUPO|254+/-63  [262+-84  [348+-99

go de reperfundir el 6rgano implantado fue similar a
aquella obtenida antes de la reperfusion en los gru-
pos 1y Il (22,6 +/- 7,9 vs 30 +/- 9,9 p=0.11 NS; y 262
+-843 15 25,4 +1- 6,3 p=.43 NS, respectivamente), no-
tandose un leve incremento en los animales del gru-
PO I (34,6.4/-4,6 v5 27,8 +/- 48 p<0.05). Una vez oclu
do el hilio contralateral, se observé un aumento
nificativo de la PAP en los grupos 1y Il (51,8 +/- Py y
51,8 +/- 6.9 p<0.0005 y p<0.005 vs valores posreper-
fusion respectivamente); por el contrario en los ani-
males del grupo control no hubo diferencias entre los
valores posclampeo y posreperfusion (p=0.08 NS). Hu-
bo diferencias estadisticamente significatives al anali-
2ar comparativamente los resultados posclampeo del
9rupo I vs fos grupos | y I (p<0.001 y p<0.01 respec-
tivamente) (Tabla 3).

Los valores de complemento fueron indetectables
en todas las muestras analizadas,

Analisis morfolégico

Macroscopia: Los pulmones implantados en los
grupos 1 y Il mostraban el parénguima consolidado,
hemorragico, de color rojo violaceo y de mayor peso
que el contralateral. La luz de las anastomosis arte-

b s akrerd ety o f et inanar
fia +- 1 desvio estandar de la media,

ial, venosa y bronquial se encontraba con cali
adecuado.

Microscopia (histologia): La microscopia convencio-
nal de los pulmones trasplantados en los grupos 1y I
mostrd intensa congestion y dilatacién vascular con
extravasacién de hematies desde los vasos a la luz al-
veolar, trombosis, edema y congestion en la pleura y
Ios capilares alveolares septales (escore 2). Los pulmo-
nes implantados del grupo lll mostraban algin grado
de edema perivascular y peribronquial, sin evidencia
de congestion vascular (escore 0-1). Los pulmones na-
tivos fueron en todos los casos normales (escore 0) ex-
cepto un caso con signos de neumonia cronica.

Discusién La idea de trasplantar orga-
nos de donantes no humanos

5 humanos no es
nueva. En 1964, antes que se dispusiera de la dialisis,
Reemtsma y Starzl implantaron rinones de chimpan-
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cé y babuinos a pacientes con insuficiencia renal’*".
Més tarde, Bailey en 1984,y Starzl en 1992y 1993 rea-
lizaron trasplantes de corazon e higado respectiva-
mente”. La sobrevida méxima fue menor a 70 dias
¥ todos los receptores fallecieron por fallo del érgano
o por complicaciones infecciosas. Hasta la fecha no se
ha realizado ningn intento de xenotrasplante pul-
monar en humanos'*.

ecies que se incluyen dentro de un mismo
orden zool6gico tienen anticuerpos preformados
contra las especies de otros ordenes, asi cuando en el
receptor existen anticuerpos preformados contra la
especie donante se habla de xenotrasplante discor-
dante, y de concordante cuando estos anticuerpos no
estan presentes”; la presencia de estos anticuerpos
naturales hace que se depositen los mismos en el
xenoinjerto. provocando la activacion del comple-
mento, hecho que determina la pérdida de la integri-
dad del endotelio y conduce a una activacion de la
coagulacion y a una trombosis incontrolable. Este fe-
nomeno se conoce como rechazo hiperagudo y de-
pende de 3 factores: union de anticuerpos naturales
del receptor con antigenos presentes en las células
endoteliales del xenoinjerto; activacion del comple-
mento; e incompatibilidad de las proteinas regulado-
as del complemento del xenoinjerto con el comple-
mento del receptor comportando una activacién in-
controlable del complemento®. En nuestro modelo,

debido a que los parametros hemodinamicos son al-
terados precozmente por la reaccén inmunologica
iperaguda en las dos especies, pensamos conveniente
determinar con el nivel de complemento cudl de las
dos especies es menos inmunogenicayy tolera mejor el
érgan implantado, pero los niveles indetectables de
complemento en todas las muestras incluido el grupo
control, debido presumiblemente a que utilizamos
testigos provenientes de humanos, no nos permitio.
dilucidar ese punto. Las muestras de sangre para me-
dicion de complemento se tomaron antes de reper-
fundir el implante (sin contacto con endotelio del
xenoinjerto), y luego del periodo de estabilizacion
posreperfusion (1 hora de circulacion de la sangre del
receptor en el xenainjerto) con el proposito de que,
ademas de poder comparar los niveles de comple-

da animal tam-

perro) no mostraron signos de rechazo con este dise-
o de sobrevida minima, sabemos por estudios pre-
vios realizados en nuestro laboratorio que los prime-
105 5ignos de rechazo en homotrasplante canino apa-
recen a los 4-5 dias”. En la actualidad, luego de esta-
blecer la utilidad de la ingenieria genética para evitar
el rechazo hiperagudo®® se investiga la viabilidad
del xenotrasplante en todos los 6rganos selidos™*.

El hecho de observar una disminucion de la PAS
con un aumento de la PAP en el grupo Il (cerdo recep-
tor) sugiere que el pulmén canino tolera menos la
<arga a que lo somete el volumen sistélico del cerdo.

La similar disposicién del hilio pulmonar en las dos
especies nos permitio realizar las anastomosis vascu-
lares sin inconvenientes manteniendo un flujo san-
guineo sin turbulencias luego de a reperfusion. Por
otra parte la minima discordancia en la disposicion
espacial entre los bronquios del perro y el cerdo no
significaron una dificultad de importancia para efec-
tuar la anastomosis, permitiendo una expansion y
ventilacion pulmonar adecuadas.

En el disefio del trabajo se programé el estudio hi
tolégico de ambos pulmones de cada animal (nativo
e implantado) para que cada anima tuviera, a su vez,
su propio control.

Condluimos que el modelo de trasplante discor-
dante cerdo-canino es il para el estudio de los fend-
menos que ocurren en un escenario de xenotrasplante.
La similitud de la anatomia del hilio pulmonar en am-
bas especies permite efectuar el implante del 6rgano
sin inconvenientes. En este modelo, ninguna especie.
mostr6 mejor funcion o tolerancia al injerto, que la
otra.

Los autores desean agradecer a a licenciada Adriana
Roy la labor desarrollada para la determinacion de
niveles de complemento de este estudio.
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