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Resumen

Se desarrollé un modelo de hemodilucién normovolémi-
ca extrema (HNE) en porcinos conscientes con 4 niveles
de intercambio de sangre hasta un hematocrito <6%. En
cada nivel se extrajo 40% de la volemia y se reemplazo,
en igual volumen, con almidén hidroxietilico. Se encon-
tr6 hipoxia tisular con hemoglobina (Hb) <3g/dl a las 2
horas después, luego del tltimo intercambio. Sobrevivie-
ron 4 de 10 porcinos. Solo la Hb presento diferencia es-
tadisticamente significativa luego de la instrumentacion
con Hb <10.4 g/dl en los porcinos no sobrevivientes. Du-
rante la HNE se encontré aumento de frecuencia cardiaca
y gasto cardiaco, presion arterial divergente, aporte de
oxigeno y resistencia vascular sistémica disminuida.

INTRODUCCION

Las principales causas de muerte en el mundo y en Colombia
se relacionan con hemorragia por trauma [1, 2]. Dentro del
tratamiento para estas entidades frecuentemente se requiere
el uso de transfusiones sanguineas [3, 4, 5, 6]. Sin embargo,
en los dltimos afios se han realizado esfuerzos para ajustar las
indicaciones de transfusiones sanguineas debido a los riesgos
que este procedimiento implica y, asimismo, la limitacion de
donantes de sangre [7, 8]. Las emulsiones de perfluorocar-
bono (PFC), junto con las soluciones de hemoglobina, son
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Abstract

A model of ENH (Extreme Normovolemic Hemodilution)
in the conscious swine was developed. A 4 level blood
exchange was performed down to 6% hematocrit. In
each level 40% of total blood volume was withdrawn
and replaced with the same volume of hydroxyethyl
starch. Below hemoglobin (Hb) 3g/dl and 2 hours after
last exchange there was tissue hypoxia. 4 of 10 animals
survived and only Hb after instrumentation had statistical
difference with Hb <10.4 g/dl in non-surviving animals.
During ENH there was tissue hypoxia, increase heart rate
and cardiac output, divergent blood pressure, decrease
oxygen delivery and systemic vascular resistance.

las dos principales tecnologias para desarrollar medios de
transporte artificial de oxigeno por su gran afinidad con los
gases respiratorios y su aplicacion potencial principal, es de-
cir, mejorar el suministro de oxigeno en situaciones donde se
requieren transfusiones sanguineas por un déficit en el aporte
tisular de oxigeno (DO,) [7, 9].

Para evaluar la eficacia en el transporte de oxigeno de la
emulsion in vivo se requiere implementar modelos experi-
mentales que simulen y reproduzcan estas situaciones [10].

#36 Revista de Ingenieria. Universidad de los Andes. Bogotd D.C., Colombia. rev.ing.
ISSN. 0121-4993. Enero - junio de 2012, pp. 25-31.

25



SECCION TECNICA

En los tltimos afios, el Grupo Ingenieria Biomédica (GIB) de
la Universidad de los Andes y FCI (Fundacién Cardioinfan-
til) realizaron trabajos de investigacion sobre emulsiones de
PFC con modelos de choque hemorréagico y de hemodilucion
normovolémica [11, 12, 13, 14]. Sin embargo, algunos de
estos trabajos se realizaron en especies pequefias (murinos y
lepéridos) lo que dificulté técnicamente los procedimientos y
mediciones [11, 12, 13]. Los modelos de hemodilucién nor-
movolémica utilizados anteriormente tenian pocos niveles de
intercambio, cortos tiempos de evaluacién y medicién de po-
cas variables como hematocrito y diferencia arteriovenosa de
oxigeno [12]. Con la metodologia de choque hemorragico, se
observo disminucion del DO, que se atribuyo tanto a dismi-
nucion del contenido arterial de oxigeno por pérdida de glo-
bulos rojos como la disminucién del volumen intravascular,
lo cual dificulto la valoracién de la capacidad transportadora
de oxigeno de la emulsién [15, 16]. Por esto, se vio la necesi-
dad definir, desarrollar y estandarizar un modelo experimen-
tal que permitiera la evaluacién del impacto hemodindmico
y metabdlico de la emulsién de PFC y su comparacion con
las soluciones expansoras de plasma. Se determiné desarro-
llar una metodologia basada en el procedimiento de hemodi-
lucién normovolémica, utilizado en cirugia, que induce un
estado de anemia mientras se mantiene el volumen sangui-
neo con un fluido acelular [17]. Esto reduce la capacidad de
transporte de oxigeno de la sangre por disminucién del con-
tenido arterial de oxigeno, pero altera en menor proporcién
el volumen intravascular, siendo el escenario ideal para la
evaluacion in vivo del transporte de oxigeno por la emulsion
de PFC.

DESARROLLO

OBJETIVO

Estandarizar e implementar un modelo de hemodilucién nor-
movolémica extrema (HNE) en porcinos conscientes para la
evaluacion de soluciones de reanimacion.

METODOLOGIA

Para el desarrollo del modelo de HNE se utilizaron 23 porci-
nos raza Yorkshire desde 5 Kg hasta 20 Kg con 6 horas de
ayuno de solidos, provenientes del mismo sitio de cuidado.
Estos recibieron anestesia general para la instrumentacion,
luego de la recuperacién de consciencia —de los porcinos—,
después de 2 horas, se procedi6 a realizar intercambios nor-
movolémicos sobre una mesa de restriccion y, luego del
ultimo intercambio, se esperaron 2 horas mdas. Durante los
experimentos se determinaron la metodologia anestésica, el
peso necesario de los porcinos, el tipo de monitoria, el siste-
ma de medicion de gasto cardiaco, y los tiempos y variables
de medicion para el modelo. Posteriormente, el modelo se
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implementé y se obtuvieron valores basales, criterios de ex-
clusion para la hemodilucién y se evaluaron los resultados
hemodindmicos y metabdlicos preliminares. No se utilizé
emulsién de PFC.

Desarrollo del modelo hemodiluciéon normovolémica
extrema en porcinos conscientes

Los experimentos se desarrollaron en la Sala de Cirugia Ex-

perimental de la Fundacién Cardioinfantil. El protocolo fue

evaluado y aprobado por el Comité de Etica de Experimenta-
cién Animal de la FCI y por el Comité de Etica de Investiga-
cién de la Universidad de los Andes.

» Seleccion anestesia. Para la instrumentacién se determi-
no anestesia intravenosa debido a que con anestesia inha-
lada los porcinos presentaban fiebre.

* Meétodo de instrumentacion. Para la colocacién de los
dispositivos de medicion se utilizaron técnicas de inser-
cién directa a través de diseccién y via percutdnea por
puncion. Se presentaron mayores complicaciones, princi-
palmente, en los procedimientos por puncion como lesién
de vena cava superior y de ventriculo derecho. Se deter-
miné instrumentacion con técnica por diseccion.

» Intercambio normovolémico hiperéxido. Se determinaron
4 niveles de intercambio (I1-14) de 1 hora de duracién
(30 minutos de intercambio, 30 minutos de recuperacion)
con el fin permitir la estabilizaciéon de los mecanismos
compensatorios. Se extrajo el 40% de la volemia en cada
nivel. Para reponer el mismo volumen de sangre extrai-
do se determiné la utilizacién de soluciéon Hydroxyetyl
Starch (HES) al 6% que permite una mayor normovole-
mia y un mayor tiempo en el compartimento intravascu-
lar [18]. Se utiliz6 FiO, de aire ambiente (0,21) en I1 a 12
y posteriormente se incremento a FiO, de 1 en los tltimos
2 intercambios debido a que la hiperoxia mejora la proba-
bilidad de supervivencia [19].

» Seleccion de variables a determinar. Se determiné me-
dir gasto cardiaco (GC), presién arterial invasiva, presién
cufa (PC), presion arteria pulmonar (PAP), presion veno-
sa central (PVC), resistencia vascular sistémica (RVS).
Gases arteriovenosos con pH, lactato, base exceso, HCO3_,
presion de O,, presion de CO,, saturacion de O,, aporte de
0, (DO,), consumo de (VO,) y tasa de extraccion de O,.
Hemoglobina (Hb) y hematocrito (Hcto).

* Eleccién sistema de medicién del GC. Se realizaron medi-
ciones con ecocardiograma transtoracico (ECO-TT) y ca-
téter Swan-Ganz/Gasto Cardiaco Continuo (SG-CCO de
Edwards Lifesciences, Vigilance I1I®). Se encontré que
el ECO-TT es observador dependiente, habia baja dispo-
nibilidad del equipo y aumentaba el estrés del animal. Se
determiné uso de SG-CCO. El peso minimo para el uso de
SG-CCO fue 16 Kg.

» Tiempo de recuperacion. Con el fin de garantizar la recu-
peracién total del animal, se probaron tiempos de recupe-
racion entre la instrumentacion y el inicio de la hemodi-
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lucién de 48 horas y 1 semana. Posterior a este tiempo se
encontraron dafios o desinsercion de los catéteres por lo
que se defini6 la realizacion de la hemodilucién el mismo
dia de la instrumentacién con 2 horas para recuperacion
de consciencia.

RESsuLTADOS

Valores basales. Se realizaron 2 mediciones basales antes
de la hemodilucién. La primera, durante la instrumenta-
cién bajo anestesia (basal) y, la segunda, luego de recupe-
rar la consciencia (I0). La Hb basal encontrada fue 11.2 g/
dl +/-1.5. La principal diferencia entre basal e 10 fue el pH
y PaCO2 encontrando: pH entre 7,35-7,48 con anestesia y
entre 7,52-7,56 conscientes con valores de PaCO2 meno-
res. Esto sugiere alcalosis respiratoria secundaria a hiper-
ventilacion del porcino mientras esta consciente (figura 1).
Criterios inclusion. Porcinos de 16-18 kg raza Yorkshire
macho o hembra con 6 horas de ayuno de sélidos, prove-
nientes del mismo sitio de cuidado.

Criterios de exclusion. Se evaluaron 10 porcinos, 4 so-
brevivieron las 4 hemodiluciones con las 2 horas pos-
teriores y 6 presentaron muerte prematura en diferentes
niveles de intercambio. Se analizaron la diferencia entre
los 2 grupos en las variables medidas en Basal e 10. No
se encontro diferencia estadistica (p<0,05) en la medicion
basal, mientras que en 10, la Hb fue el unico valor con
diferencia significativa (p=0,04) y se encontré en un ran-
go entre 9,2 y 10,4 g/dl. Se establecié como criterio de
exclusion una Hb < 10,4 g/dl luego de la instrumentacion.
Hemoglobina critica y hemodilucion extrema. Para utili-
zar adecuadamente el PFC es necesario conocer en qué
momento (nivel de Hb) debe administrarse. En la Hb cri-
tica se considera el valor de Hb a partir del cual los meca-
nismos compensatorios son ineficientes para mantener un
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Figura 1. Relacién de pH y PaCO2 durante anestesia (a) y consciencia (b).

Los valores son media medias. Se incluyen porcinos de N15 a N23.

adecuado VO2 y es un detonante para la transfusién [17].
En humanos sanos se ha encontrado tolerancia hasta Hb
de 5 g/dl con cambios en conciencia pero no en el con-
sumo oxigeno, siendo considerada hemodilucién severa
debajo de Hb 6 g/dl [20].

Durante los experimentos se encontraron cambios hemo-
dindmicos desde los primeros niveles de Hb (figura 2a),
pero solo debajo de 3 g/dl de Hb se observd dependen-
cia del VO2 sobre el DO2 y aumento considerable de los
marcadores de hipoxia tisular (figura 2b). Se determiné
Hb < 3 g/dl como Hb critica.
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Figura 2. (a) Cambios Frecuencia cardiaca con disminucién de Hb. (b) Lactato respecto a la hemoglobina.

Valores dados en media +/-desviacidn estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4 intercambios, N17, N19, N20 y N22 a N23.
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La metodologia de hemodilucién debe intercambiar el
volumen necesario de sangre para llevar a los porcinos
por debajo del nivel de Hb critico establecido (hemodilu-
cion extrema). Se observé que este nivel de Hb critica (<
3 gr/dl) se alcanza luego del tercer intercambio (I3). La
Hb final es < 2 gr/dl (< 6% Hct) (figura 3). Se determin6
que el PFC se debe utilizar desde el inicio de I3 (antes del
punto de Hb critica).

Duracion hemodilucién extrema. Aunque se presenta-
ron cambios hemodindmicos desde los primeros inter-
cambios (figura 4a), los marcadores de hipoxia tisular se
observaban significativamente aumentados durante las 2
horas posteriores al ultimo intercambio (figura 4b).

RESULTADOS HEMODINAMICOS

1.

Gasto cardiaco (GC) y frecuencia cardiaca (FC)

Se encontr6 aumento de FC y GC desde los primeros ni-
veles de hemodilucion. Se observé disminucion del DO,
a pesar del aumento del GC (figura 5a), lo que evidencia
que la caida del DO2 en la hemodilucién es producida
principalmente por la disminucién del contenido arterial
de oxigeno secundario a la pérdida de glébulos rojos (fi-
gura 5b).

Presion venosa central (PVC)

Se mantuvo dentro del rango considerado como normal
(0-8 mmhg, figura 6). Como indicador de precarga, la
PVC puede indicar que el animal estd normovolémico.
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3.

Presion arterial y resistencia vascular sistémica

La presion arterial de perfusion o presién arterial media
(PAM) se mantuvo constante durante los primeros 2 inter-
cambios (I1-12) (figura 7a), y se observé simultdneamen-
te divergencia entre la presién sistélica (PAS) y diastélica
(PAD) (figura 7b). El aumento de la PAS puede ser secun-
dario al aumento del trabajo cardiaco como mecanismo
compensatorio para mantener la presiéon de perfusion.
Mientras que la disminucién de la PAD se atribuye a la
caida de la resistencia vascular sistémica (figura 8).

La disminucién de la RVS se atribuye al cambio en la vis-
cosidad sanguinea y al efecto vasodilatador de los mediado-
res inflamatorios asociados a la hipoxia tisular.

HALLAZGOS METABOLISMO O2

1.

Estado acido-base

Se observo alcalosis marcada presente durante los 4 ni-
veles de intercambio (I1-14) secundaria a la hiperventila-
cién que posteriormente cae durante las 2 horas después
de 14 (figura 9a). En las fases finales (1h-2h) se present6
acidosis metabolica (figura 9b) secundaria a la hipoxia
tisular.

Marcadores de Hipoxia tisular

Los marcadores de hipoxia tisular se observaron signifi-
cativamente aumentados durante las 2 horas posteriores
al dltimo intercambio (figura 10).
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Figura 3. Hemoglobina respecto al tiempo. Los valores son medias +/- desviacion estandar.
Se incluyen porcinos de N15 a N23. Base, medicion basal; 10, medicidn consciente 2 horas
después de la instrumentacion; 11, intercambio 1; 12, intercambio 2; I3, intercambio 3; 14,

intercambio 4; 1h, 1 hora después del intercambio 4; 2h, 2 horas después del intercambio 4.
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Figura 4. Frecuencia cardiaca (a) y lactato (b) respecto al tiempo. Base, medicion basal; 10, medicidn consciente 2 horas después de la instrumentacion;
11, intercambio 1; 12, intercambio 2; 13, intercambio 3; 14, intercambio 4; 1h y 2h, 1y 2 horas después de intercambio 4. Valores en media +/- desviacién
estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4 intercambios N17, N19, N20 y N22 a N23.
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Figura 5. (a) Gasto cardiaco (L/minuto)y DO, (ml O,/ min) respecto al tiempo. (b) Contenido arterial de oxigeno (ml
0, /dl sangre) respecto al tiempo. Base, medicién basal; 10, medicién consciente 2 horas después de instrumentacion;
11, intercambio 1; 12, intercambio 2; I3, intercambio 3; 14, intercambio 4; 1h, 1 hora después del intercambio 4; 2h, 2
horas después del intercambio 4. Valores en media +/- desviacion estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4
intercambios N17, N19, N20 y N22 a N23.
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Figura 6. Presidn venosa central respecto al tiempo. Base, medicidn basal; 10, medicion consciente 2 horas después de
instrumentacion; I1, intercambio 1; 12, intercambio 2; 13, intercambio 3; |4, intercambio 4; 1h, 1 hora después del inter-
cambio 4; 2h, 2 horas después del intercambio 4. Valores en media +/- desviacidn estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que
sobreviven 4 intercambios N17, N19, N20, N22, N23.
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Figura 7. (a) Presidn arterial media (mmHg) respecto al tiempo. (b) Presidn arterial sistélica (PAS) y diastélica (PAD) respecto al tiempo. Base, medicidén

basal; 10, medicidén consciente 2 horas después de instrumentacién; 11, intercambio 1; 12, intercambio 2; I3, intercambio 3; 14, intercambio 4; 1h, 1 hora
después del intercambio 4; 2h, 2 horas después del intercambio 4. Valores en media +/- desviacién estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4
intercambios N17, N19, N20,N22,N23.
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cambio 4; 2h, 2 horas después del intercambio 4. Valores en media

+/- desviacion estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4

intercambios N17, N19, N20y N22 a N23.
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Figura 9. (a) pH respecto al tiempo. (b) HCO3- respecto al tiempo. Base, medicidn basal; 10, medicidn consciente 2 horas después de instrumentacion;
11, intercambio 1; 12, intercambio 2; I3, intercambio 3; 14, intercambio 4; 1h, 1 hora después del intercambio 4; 2h, 2 horas después del intercambio 4.
Valores en media +/- desviacion estandar. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4 intercambios N17, N19, N20 y N22 a N23.

@ Lactato

mmol/L
=
o
i

Base 10 11 12 13 14 1h 2h

10 7

oil,§,§,§,',§, T |
z T
o
E -10 ~
£ - @ Base Exceso
w
© 20

-30

Base 10 11 12 13 14 1h 2h

(b)

Figura 10. Lactato (a) y base exceso (b) respecto al tiempo. Los valores son medias +/- desviacion estandar. Se incluyen porcinos de N15 a N23. Base, me-
dicién basal; 10, medicidn consciente 2 horas después de la instrumentacion; 11, intercambio 1; 12, intercambio 2; 13, intercambio 3; 14, intercambio 4; 1hy
2h, 1y 2 horas después de intercambio 4. Incluye porcinos de 16 Kg que sobreviven 4 intercambios N17, N19, N20y N22 a N23.

CONCLUSIONES

Se obtuvo un modelo experimental de Hemodilucién Nor-
movolémica extrema en porcinos conscientes para ser imple-
mentado en la evaluacion de diferentes soluciones de reani-
macion. Este modelo permite la evaluacién del hemosustituto
en una especie animal mayor, provee un mejor escenario para
la determinacién del transporte de oxigeno de un hemosus-
tituto in vivo, y para la medicién de variables secundarias a
la hipoperfusién tisular y la posible intervencién del PFC. Al
realizar el modelo en los animales conscientes se disminuyen
las variables de confusién como la anestesia y se obtienen
valores mas cercanos a la realidad. E1 modelo se debe reali-
zar en porcinos de mas de 16 kg de peso. Se deben realizar
4 hemodiluciones del 40% de la volemia de los porcinos y
esperar 2 horas adicionales para evidenciar un claro aumento
de los marcadores de hipoxia tisular. La técnica de insercién
de los catéteres por diseccion y el protocolo anestesia intra-
venosa estan definidos, asi como el volumen, el nivel y el
tiempo de los intercambios. Aunque la mayoria de porcinos
se utilizaron para establecer el modelo, la metodologia se
estd implementando y se han obtenido resultados hemodi-
namicos y metabélicos preliminares que incluyen: marcada
hipoxia tisular con Hb <3g/dl y a las 2 horas, luego del ulti-
mo intercambio, aumento de frecuencia cardiaca y del gasto
cardiaco, presiones arteriales sistémicas divergentes, aporte
de oxigeno y resistencia vascular sistémica disminuidas. Se

requiere continuar la implementacién del modelo para me-
jorar el conocimiento de este escenario que permita una me-
jor interpretacion de los resultados cuando se administre la
emulsién de PFC.

Este modelo de hemodilucién es la base actual de experi-
mentacién animal para la evaluacién de hemosustitutos en
el Grupo de Ingenieria Biomédica de la Universidad de los
Andes y la Fundacién Cardioinfantil.
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