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Resumen

La técnica de microdialisis (MD) cerebral es un ins-
trumento que proporciona informacion relevante en la
monitorizacion del metabolismo cerebral en pacientes
neurocriticos. La MD es una técnica especialmente efec-
tiva para la deteccion y anadlisis de pequefias molécu-
las, puesto que el tamafio de los poros de la membrana
dializante actia como barrera restringiendo el paso de
especies mayores, tales como proteinas u otras macro-
moléculas. La reciente disponibilidad de catéteres de
microdialisis con poros de mayor calibre, denominados
de “alta resoluciéon”, permite ampliar el rango de molé-
culas detectables en el dializado. Sin embargo, existen
complicaciones técnicas relacionadas con la utilizacion
de estos catéteres para estos propositos, por lo que esta
capacidad potencial para la recuperacion de proteinas
necesita ser validada antes de su aplicacion como herra-
mienta para estudios de protedémica asociados a la lesion
cerebral. En esta revision se contemplan los principios
basicos de la microdialisis y los diferentes factores que
intervienen en los procesos de recuperaciéon de molécu-
las en el dializado, tales como las caracteristicas fisicas
de la membrana dializante, asi como de las moléculas
que se desea investigar.

PALABRAS CLAVE: Microdialisis. Punto de corte de
membrana. Recuperacion relativa. Citocinas. Quimiocinas.
Neuroinflamacion. Traumatismo craneoencefalico.

High Resolution Microdialysis. Methodological issues
and application to the study of inflammatory brain
response

Summary

Cerebral microdialysis is a tool that provides very
relevant information in the metabolic monitoring of
brain injured patients. It is a particularly effective
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technique for the detection and analysis of small mole-
cules, given that the pores of the dialysis membrane act
as a barrier to restrict the transport of larger species,
such as proteins and other macromolecules. The recent
availability of microdialysis catheters with membrane
pores of larger size, termed “high resolution” cathe-
ters, would widen the spectrum of molecules detectable
in the dialisate. However, there are technical compli-
cations related to the use of these catheters for such
purposes, and therefore, this potential capacity for the
recovery of proteins needs to be validated, in order to
begin its application as a tool in studies of proteomics
associated with brain injuries. The following review
depicts the basic principles of microdialysis, and des-
cribes some of the issues involved in the recovery of
molecules in the dialisate, including the physical pro-
perties of the dialysis membrane and of the molecules
of interest.

Abreviaturas. BHE: barrera hematoencefalica. Cd: concentra-
cion del analito en el dializado. Ce: concentracion del analito en
el exterior del catéter. cm H,O: centimetros de agua, unidad de
presion. cut-off: punto de corte de peso molecular. D: difusividad,
coeficiente de difusion. EE: eficiencia de extraccion (extraction
efficiency). Estandar: solucion de concentracion conocida de
las proteinas purificadas. FMF: fuerza neta de movimiento de
Aujo. H: altura; Presion hidrostatica. IL: interleucina. J, Jv:
flujo neto. kDa: kilo Daltons, unidad de peso molecular. Kf:
permeabilidad de la membrana (constante de filtracion). LCR:
liquido cefalorraquideo. LPS: lipopolisacarido bacteriano. MD:
microdialisis. mmHg: milimetros de mercurio. mmol: milimoles.
MMP: metaloproteasa de matriz. nm: nanometros. PDB: base de
datos de proteinas (Protein Data Bank). PES: polietersulfona.
PM: peso molecular. Rd: resistencia a la difusion cerniente al
dializado. Re: resistencia a la difusion cerniente al exterior de
la membrana. Rm: resistencia a la difusion cerniente a la mem-
brana. RR: recuperacion relativa. SEM: microscopia electronica
de barrido. TCE: traumatismo craneoencefalico. TNFa.: factor
de necrosis tumoral-alfa. Tri-foil: estructura terciaria de triple
hoja.
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Introduccion

El impacto mecéanico en un traumatismo craneoen-
cefalico grave (TCEG) desencadena una serie de cambios
neuroquimicos, que en parte corresponden a procesos celu-
lares y moleculares vinculados a una respuesta inflamatoria.
Esta respuesta tiene, por un lado, el proposito de proteger y
reparar el tejido dafado, pero por otro, acarrea consecuen-
cias nocivas debido a la liberacion de sustancias neurotoxi-
cas. La cascada neuroinflamatoria que surge a raiz de estos
acontecimientos puede exacerbar el dafio neurologico y se
incluye dentro de una categoria de procesos que, en con-
junto, se conocen como lesion secundaria’®.

La respuesta inmune, y por lo tanto, la respuesta
inflamatoria cerebral, implica a células linfoides, célu-
las inflamatorias y al sistema hematopoiético. Las
interacciones entre todas estas células estd modulada por
un grupo de proteinas mensajeras denominadas citocinas
(CKs), cuya principal actividad es la de conectar a las dis-
tintas células implicadas en la repuesta inmune. Entre sus
multiples funciones, estas proteinas de bajo peso molecular
aumentan la permeabilidad vascular, la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (BHE), inducen la formacion de
edema, la expresion de moléculas de adhesion e infiltracion
celular y la amplificacion de la expresion de otros mediado-
res proinflamatorios. Ademas de estas funciones, las CKs
ejercen efectos directos sobre las neuronas y las células
gliales activando procesos potencialmente deletéreos.
Como parte del proceso neuroinflamatorio, se sobreexpre-
san también un grupo de proteasas neutras, las denomina-
das metaloproteasas de matriz (MMP), y particularmente la
MMP-2 y MMP-9, también conocidas como gelatinasas'®.
Las gelatinasas juegan un papel importante en la alteracion
de la permeabilidad de la BHE mediante la degradacion de
la membrana basal’®™.

El conocimiento mas detallado de las interacciones
entre las distintas moléculas implicadas en la cascada
neuroinflamatoria podria ayudar a una mejor comprension
de los procesos fisiopatologicos implicados en la lesion
secundaria. Esto permitiria identificar nuevas opciones
terapéuticas destinadas a limitar el empeoramiento de las
lesiones y a mejorar la mortalidad y el prondstico funcional
de los pacientes que sobreviven a un TCEG.

Uno de los métodos mas potentes para obtener infor-
macion acerca de la presencia y concentracion de estas
moléculas en el tejido cerebral es la microdialisis (MD).
Esta técnica se ha convertido en los ultimos afios en una
herramienta excelente para el desarrollo de proyectos de
investigacion traslacional en neurociencias. La MD se uti-
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liza en la actualidad como técnica para la monitorizacion
de la bioquimica tisular de cualquier tejido, incluido el
cerebral, y tiene un amplio espectro de aplicacion en diver-
sas especialidades clinicas. Esta técnica es especialmente
relevante en el contexto del paciente neurocritico, donde la
MD permite documentar los cambios metabolicos regiona-
les que ocurren en el cerebro lesionado!®:!18:34:43:44.94.97,

Hasta muy recientemente, la microdialisis solo permitia
el analisis de metabolitos y de sustancias hidrosolubles de
bajo peso molecular (PM). El tamaiio de poro de la mem-
brana actia como factor limitante a la hora de seleccionar el
espectro molecular final del dializado. Los catéteres de MD
disponibles comercialmente hasta hace poco se construian
con membranas con un punto de corte (cut-off) de 20 kDa
(CMA 70 Microdialysis, Solna, Suecia). El denominado
“cut-off” se define como el peso molecular (PM) expresado
en Daltons a partir del cual el 80% de las moléculas no atra-
viesan la membrana dializante. Por este motivo, los grupos
de investigacion interesados en moléculas mas complejas,
tanto en estructura como en PM, debian disefiar sus propias
membranas adaptandolas a sus necesidades'”’. La reciente
disponibilidad comercial de catéteres de MD con membra-
nas de mayor tamafio de poro (100 kDa) ha ampliado el
repertorio de sustancias analizables en el microdializado,
permitiendo la posibilidad de determinar niveles in vivo
de moléculas de gran interés en el estudio de diversas
patologias, incluidas, entre otras, diversas proteinas, como
las CKs. Maurer et al.®!, utilizando membranas de 20 kDa,
detectaron hasta diez proteinas en el microdializado cere-
bral de pacientes con un ictus isquémico que no fueron
detectadas en el liquido cefalorraquideo (LCR).

La MD aplicada al estudio de las proteinas exis-
tentes en el espacio intersticial cerebral (EIC) puede
aportar un conocimiento mucho mas profundo de las
complejas interacciones moleculares que tienen lugar en el
parénquima cerebral lesionado. Sin embargo, las propieda-
des de estas proteinas, tales como su tamafio, su forma, y la
distribucion heterogénea de sus cargas eléctricas, provocan
diferencias importantes en la recuperacion de estas molécu-
las en el microdializado cuando se compara con analitos de
menor complejidad molecular.

Entre las proteinas que generan un mayor interés en
el estudio de procesos inflamatorios en la lesion cerebral
aguda se encuentran una serie de moléculas con especial
relevancia en la respuesta inflamatoria cerebral, las deno-
minadas citocinas, y entre ellas las quimiocinas e interleu-
cinas (ILs). La IL1pB, la IL6 y el factor de necrosis tumoral
o (TNFa) son moléculas implicadas en la activacion de
la respuesta inflamatoria precoz innata. La IL10 tiene en
cambio una actividad anti-inflamatoria y la IL8 pertenece
a la familia de las quimiocinas, implicadas en la migracion
de leucocitos desde el torrente circulatorio hacia la zona
lesionada. Por otro lado, las gelatinasas estan involucradas
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en la degradacion de la BHE.

Todas estas moléculas tienen pesos moleculares por
debajo del cut-off nominal de la membrana de 100 kDa
y son por lo tanto potencialmente recuperables por MD.
Sin embargo, este hecho por si s6lo, no garantiza su paso
a través de la membrana dializante. Las moléculas de
mayor tamafio tienen evidentemente menores coeficientes
de difusion, pero su estructura terciaria/cuaternaria puede
provocar, al entrar en contacto o atravesar los poros de la
membrana dializante, el bloqueo de algunos de estos poros
por adsorcion proteica y restringir por lo tanto su difusion®.
Cada proteina posee caracteristicas Unicas que condicionan
su difusion y su paso a través de la membrana de MD.

Los estudios de recuperacion relativa (RR) con mem-
branas de microdialisis son pues indispensables para
valorar los niveles reales de las proteinas de interés en el
tejido monitorizado. Nuestra unidad inici6 el estudio de la
respuesta inflamatoria en el TCEG en el aio 2004, coinci-
diendo con la aparicion en el mercado de las membranas de
100 kDa. Durante este proceso, encontramos una serie de
dificultades que se fueron resolviendo a partir de una revi-
sion exhaustiva de la literatura y de experimentos in vitro.
El proposito de esta revision es aportar informacion de
utilidad para aquellos clinicos que quieran iniciar el estu-
dio de moléculas de mayor complejidad utilizando estas
membranas. Aunque nuestros estudios se fundamentan en
pacientes con un TCEG, los resultados aqui presentados
son extrapolables a cualquier tipo de lesion cerebral, y los
principios basicos, a cualquier tipo de molécula.

Microdialisis de alta resoluciéon y concepto de recupe-
racion relativa

En los siguientes apartados se revisan los fundamentos
teoricos de las técnicas de microdialisis y de la recupera-
cion de algunas moléculas a través de membranas de MD
de alta resolucion. Por MD de alta resolucion entendemos
la microdialisis aplicada a la recuperacion de moléculas
de alto PM y/o de PM intermedio pero de estructura o
carga que dificultan su recuperacion. En este contexto es
importante introducir el concepto de recuperacion relativa
(relative recovery o RR). Este término hace referencia a la
concentracion de la molécula de interés detectada en el
microdializado, expresada como porcentaje de su concen-
tracion real en el tejido cerebral o en la solucion in vitro que
se desea estudiar. La RR se rige por distintos factores tales
como las propiedades del poro de la membrana, la veloci-
dad de perfusion y otros que se discutiran en esta revision.

El tamafio de la molécula por si solo no es un buen
factor predictivo de la RR. Se ha observado que moléculas
dentro del mismo rango de PM pueden presentar variacio-
nes drasticas en su RR'%%. A estas dificultades se suman
también aspectos técnicos inherentes a los cambios en las

Neurocirugia
2009; 20: 433-448

propiedades fisicas de la membrana de 100 kDa con res-
pecto a las membranas tradicionales de 20 kDa. Una de las
preocupaciones mas importantes que han surgido en el uso
clinico de las nuevas membranas, se refiere a los fenome-
nos de ultrafiltracion por el aumento de permeabilidad de
la membrana, con la pérdida consiguiente de fluido hacia
el espacio intersticial. Se ha discutido si es 0 no necesario
afiadir agentes coloidosmoticos (dextrano o albumina) al
liquido de perfusion, para compensar la pérdida de liquido
hacia el tejido del 6rgano perfundido. Aunque las bases
teoricas de esta situacion estan bien fundamentadas, la
evidencia cientifica es todavia contradictoria.

Mediadores de inflamacion cerebral

Aun cuando el estricto control de la BHE en condiciones
normales mantiene al sistema nervioso central protegido
de los procesos que inducen una respuesta inflamatoria
sistémica, en el caso de un TCEG puede desencadenarse,
en cuestion de minutos, una respuesta inflamatoria analoga
a la que puede encontrarse en cualquier otro 6rgano. Esta
respuesta esta en parte promovida por mediadores proin-
flamatorios expresados localmente por los astrocitos, por
las células microgliales y por las propias neuronas. Estos
mediadores inician una cascada de eventos que promueven
la disrupcion de la BHE, la expresion de moléculas de adhe-
sion, la infiltracion celular y una amplificacion de la expre-
sion de mediadores proinflamatorios. La neuroinflamacion
puede tener efectos beneficiosos o por el contrario contri-
buir al dafio secundario y a la muerte neuronal en el TCE,
una dualidad cuyos mecanismos e interacciones son muy
complejos y no estan atn bien perfilados®?#6%, Parte de
esta complejidad viene dada por las caracteristicas de las
moléculas involucradas, las citocinas.

Las citocinas son proteinas con un PM relativamente
bajo (entre 8-80 kDa), y que se secretan por diferentes tipos
de células durante la respuesta inmunitaria. En concentra-
ciones relativamente bajas, las citocinas pueden ejercer
acciones directas en las neuronas, e indirectas en las célu-
las gliales y en el endotelio capilar. Pueden ademas afectar
parametros fisiologicos tales como la temperatura o el flujo
sanguineo regional®*%*2, Las citocinas, tienen estructuras
que pueden ser agrupadas en familias, y en funcién de esto
pueden actuar sobre distintos tipos de receptores. Algunas
de estas moléculas comparten un ntimero de caracteristicas
funcionales, como su capacidad de estimular o suprimir la
sintesis de otras citocinas, produciendo lo que se conoce
como “cascadas”. En estas cascadas, varias citocinas
actiian como mediadoras unas de otras en una especie de
ciclo de retroalimentacion. Las CKs tienen también otras
propiedades como: 1) pleiotropismo, entendido como la
capacidad de actuar sobre varios grupos celulares distin-
tos, 2) redundancia, definida como la capacidad de que
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varias CKs tengan el mismo efecto funcional, 3) sinergia,
o la capacidad de potenciar la accion de otras CKs, y 4)
antagonismo o su capacidad para inhibir otras citocinas'*.
Entre los efectos bioldgicos inducibles se encuentran la
estimulacion o inhibicion de la proliferacion celular, la
apoptosis o citotoxicidad, la accion antiviral y el estimulo
a la expresion de otras proteinas’*®. En los TCE, suscitan
especial interés aquellas CKs involucradas en la respuesta
inflamatoria precoz, debido al potencial beneficio que
podria derivarse de su modulacion en las etapas mas pre-
maturas tras la lesion neurotraumatica.

Dada la relevancia de estos mediadores, varios autores
han intentado y conseguido recuperar CKs empleando
membranas de MD tanto in vitro como in vivo. Entre las
citocinas que se han recuperado mediante el uso de MD en
diferentes tejidos estan la [L1[7:35:46.5262.96.102.107 "]q T (6-846.6
2,87,96,102,]07,108’ la IL27,8, la IL862,102’ la ILlOS,]OZ, y el TNFaé-
81796102 Las condiciones en las que se ha conseguido su
recuperacion varian en funcion de las caracteristicas de la
membrana utilizada, del liquido de perfusion (con/sin dex-
trano), de la velocidad de perfusion, del medio empleado
para los experimentos in vitro (solucion acuosa o geles
de agarosa) o del tejido evaluado en experimentos in vivo
(subcutaneo, cerebral, u otros).

Un factor comun en estos trabajos, es que la RR de las
moléculas de interés, aunque varia dependiendo de las con-
diciones especificas de cada estudio, es mucho mas baja que
lo que podria predecirse segiin su PM y el punto de corte de
la membrana dializante. Por ejemplo, en el caso del TNFa,
la RR oscila entre el 1y 5%7%1%2, Esta escasa recuperacion,
ha fomentado en algunos grupos de investigacion la experi-
mentacion con métodos vanguardistas, tales como el uso de
microesferas con anticuerpos monoclonales especificos en
el liquido de perfusion, capaces de acrecentar el transporte
por difusion a través de las membranas dializantes®®2.

Proteinas involucradas en la respuesta inflamatoria
cerebral

El conocimiento previo de la estructura molecular y de
las propiedades de las proteinas de interés puede ser util
para predecir o explicar fenémenos relacionados con la
RR de dichas moléculas. La mayoria de las CKs se pueden
clasificar en familias con estructuras analogas que actiian
sobre receptores estructuralmente similares. Los principa-
les grupos incluyen la familia de la IL-1, la superfamilia de
citocinas/hematopoietinas tipo I y I, las quimiocinas, y la
superfamilia del TNF?.

A modo de ejemplo, en los siguientes apartados se
describen someramente las estructuras de algunas de las
moléculas mas interesantes en el contexto de la respuesta
inflamatoria post-traumatica, en concreto de las CKs IL1,
IL6, IL8, IL10 y TNFa y de las metaloproteinasas MMP2

436

Neurocirugia
2009; 20: 433-448

y MMPO. Este panel especifico de proteinas podria ofrecer
unarepresentacion global delos procesos neuroinflamatorios
que tienen lugar en las horas y dias siguientes a la lesion
primaria en el TCE.

En la respuesta inflamatoria inicial tras el impacto,
la respuesta innata se activa con rapidez y sus principa-
les mediadores parecen ser el TNFo y la [L1%!135388298
Ambas moléculas son capaces de inducir precozmente la
alteracion de la permeabilidad de la BHE, el reclutamiento
de leucocitos y la estimulacion de la produccion de otras
citocinas'®2. Tanto la IL1p, la IL6 como el TNFa han sido
detectadas en el LCR de pacientes con un TCE grave™. La
expresion de IL6, por su parte, puede aumentar de forma
muy precoz y sus niveles han sido relacionados en dife-
rentes estudios a otras lesiones cerebrales agudas como la
hipoxia*335+8_Se ha sugerido también que la IL6 tiene
propiedades neuroprotectoras®®, por lo que su perfil tempo-
ral en el cerebro lesionado es altamente relevante.

La IL8 por su parte es una quimiocina cuya implicacion
en el TCE guarda relacion con la formacion de edema y
ruptura de BHE***°. La IL10, por otro lado, esta presun-
tamente involucrada en el control de la inflamacion tras el
TCE, y parece existir una relacion inversa entre los niveles
de IL10 en relacion a los de TNFa®.

Adicionalmente a las citocinas, las metaloproteasas de
matriz (MMPs) son enzimas proteoliticas involucradas en
la remodelacion de la matriz extracelular. En particular
la subfamilia formada por la MMP2 y MMP9, también
denominadas gelatinasas, son capaces de degradar los
componentes de la membrana basal del endotelio cere-
bral>667.7576859%8 En estudios experimentales y clinicos se
ha relacionado la sobreexpresion de gelatinasas con el
desarrollo de la lesion secundaria en el TCE!'™, Ademas, la
induccion de esta sobreexpresion esta regulada por las CKs
proinflamatorias*®°*®. En estudios preliminares, nuestro
grupo ha detectado mediadores de respuesta inflamatoria
en homogeneizados de contusiones cerebrales evacuadas
quirurgicamente. En estas lesiones hemos detectado nive-
les elevados de IL1B, IL6, MMP2 y MMP9 en comparacion
con controles obtenidos de pacientes no traumaticos®.

Peso molecular y caracteristicas estructurales de las
proteinas de interés

Como se ha comentado previamente, la recuperacion
mediante MD, no sélo de citocinas, sino de polipéptidos
y proteinas en general, esta limitada por el PM de la molé-
cula, pero también por su estructura tridimensional. La
denominada estructura terciaria de una proteina se refiere
a la configuracion tridimensional que adopta la molé-
cula monomérica al plegarse. Si la proteina en su forma
funcional existe en forma de dimeros o trimeros, a esta
conformacion se la denomina estructura cuaternaria®®''.
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Figura 1. Estructura tri-hoja de la IL1B, con las laminas-
S numeradas del 1 al 12 (Protein DataBank’ Pdb id
611B.pdb).

A continuacion describimos las caracteristicas estructura-
les basicas de algunas de las moléculas mas interesantes
en el contexto de la respuesta inflamatoria cerebral post-
traumatica:

ILIp

Esta CK pertenece a la familia de la IL1, y se forma a
partir de un precursor de 33 kDa, escindido por la caspasa-
1 para generar la forma activa, que tiene un PM de solo
17 kDa. Su actividad es principalmente pro-inflamatoria.
Su estructura secundaria consiste de 12 laminas-3, que se
pliegan hasta formar una estructura terciaria de triple hoja

(tri-foil)*". (Figura 1)

IL8

Esta conformada por un polipéptido de 8-12 kDa, que
contiene 2 bucles disulfuro internos®. Estructuralmente esta
formada por una hoja beta y una hélice alfa estabilizada por
puentes disulfuro entre sus 4 residuos de cisteina. Es una
quimiocina a, es decir que tiene una estructura CXC (defi-
nida por el espaciamiento de sus residuos de cisteina).

IL6

Existe en soluciéon como un homodimero, con cada
subunidad formando un dominio globular de cuatro héli-
ces alfa de alrededor de 25 aminoacidos® (Figura 2). Su
tamafio oscila entre 19-26 kDa. Pertenece a la misma
familia estructural que la IL10 y su actividad principal es
pro-inflamatoria.

IL10

Es un homodimero no covalente de 34-40 kDa, formado
por dos polipéptidos de 17-18 kDa®. Tiene un dominio glo-
bular formado por 4 hélices alfa largas (Figura 2), y perte-
nece a la misma familia estructural que la IL6, aunque su
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Figura 2. Estructuras cristalinas de los monomeros de las
proteinas IL6% e IL10"'” (cuatro hélices-a). Imdgenes
obtenidas del Protein Data Bank”, PDB id: 1ALU y 2H24
respectivamente.

Figura 3. Estructura tridimensional del trimero de TNFo.
Imadgenes obtenidas del Protein Data Bank, PDB id:

Itnf*.

actividad es principalmente anti-inflamatoria.

TNFa

El TNFa se sintetiza como un precursor de 26 kDa
anclado a la membrana celular, que al ser liberado produce
fragmentos de 17 kDa formados por laminas beta. Tres de
estas estructuras monomeéricas se polimerizan en un homo-
trimero de 51 kDa, conformando la estructura cuaternaria
del TNF en su forma circulante®*’ (Figura 3). Su actividad
es pro-inflamatoria.

Las gelatinasas

Son una familia de proteasas dependientes de zinc,
responsables de la remodelacion de la matriz extracelular.
Contienen en su estructura comun un pro-péptido sefal de
80 aminoacidos®, un dominio catalitico (100 aminoacidos)
y, en la region C-terminal, un dominio de union a la hemo-
pexina de 210 aminoacidos®. En esta familia se incluyen la
MMP2 y la MMP9 (Figura 4).

MMP2

Denominada también gelatinasa A, tiene un PM de
72 kDa en la forma inactiva y de 66 kDa en su forma
activa®??!.
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MMP9

Conocida como gelatinasa B, su peso molecular en
su forma inactiva es de 92 kDa y de 83 kDa en su forma
activa®9!,

Las proteinas aqui seleccionadas tienen un PM que
permite su potencial deteccion por MD de alta resolucion
en base al cut-off nominal de las membranas de 100 kDa.
Ademas, estan involucradas en un abanico de funciones de
gran relevancia durante la fase aguda de la lesion cerebral
post-traumatica, conformando asi un panel idoneo para su
evaluacion en experimentos de RR.

Microdialisis de alta resolucién: aspectos técnicos y
metodologicos

La técnica de monitorizacion por microdialisis se basa

en la implantacion en el tejido de interés, de un catéter de
doble luz con una membrana semipermeable en su extremo

/)

Figura 5. Catéter de microdialisis mostrando en su punta la
membrana semipermeable donde se realiza el intercambio
de solutos. Imagen cedida, por cortesia de CMA Micro-
dialysis AB, Solna, Suecia.
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Figura 4. Estructuras tridimen-
sionales de las gelatinasas MMP?2
vy MMP9. Imdagenes obtenidas
del Molecular Modeling Data-
Bank»1%:  MMP2:  mmdbld:
10832; MMP9: mmdbld:19924.

distal (ubicado en el tejido a estudiar). Este catéter se per-
funde con un liquido similar en composicion al liquido
intersticial del tejido especifico en el cual se implanta. Por
difusion pasiva y a favor de gradiente, las moléculas de bajo
peso molecular atraviesan la membrana dializante y pasan
al microdializado, donde su concentracion final depende
principalmente de varios factores: 1) de la velocidad de
perfusion, 2) del calibre de los poros en la membrana, 3) de
la temperatura y 4) de las caracteristicas estructurales de la
molécula. El dializado obtenido se puede analizar mediante
un sistema enzimatico comercial a la cabecera del paciente,
que permite medir los niveles relativos de pequefios analitos
como la glucosa, el lactato, el piruvato, el glutamato, la urea
o el glicerol. A posteriori y mediante técnicas de laboratorio
adecuadas a cada analito, pueden determinarse los niveles
de otras moléculas de mayor tamafio o complejidad.

Fundamentos de la microdialisis

La MD permite examinar, de una forma minimamente
invasiva, la composicion molecular del espacio intersticial
del tejido de interés. Para ello se inserta un catéter especi-
fico en el tejido a estudiar. Este catéter estd compuesto de
dos tubos concéntricos de diametro muy fino y en su parte
mas distal contiene una membrana permeable al agua y a los
solutos por debajo del tamafio del cutoff de la membrana.
En su extremo proximal, y a través del “tubo de entrada”,
el catéter se conecta a una microbomba de perfusion, que
mantiene un flujo a una velocidad constante dirigido al
extremo distal del catéter. Cuando el liquido de perfusion
infundido por la bomba, llega a la punta del catéter, entra en
contacto con la membrana semi-permeable, y se produce un
intercambio de analitos por difusion simple a través de la
misma, siguiendo el gradiente de concentracion. Las molé-
culas que atraviesan la membrana y pasan al liquido de
perfusion, son arrastradas con el flujo y conducidas hacia
el punto de salida del catéter, para ser recogidas en un dis-
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positivo especifico al que denominamos microvial (Figura
5). El dializado obtenido no es una muestra exacta, sino un
reflejo de las sustancias presentes en el liquido intersticial.
Por este motivo es importante conocer los porcentajes de
RR para cada analito, y asi calibrar los resultados con res-
pecto al medio in vivo. Cuando los analitos son moléculas
pequetias éstas pasaran la membrana con relativa facilidad,
pero en el caso de moléculas de mayor tamafio o compleji-
dad estructural el calculo de la recuperacion es mucho mas
complicado, como se explicara mas adelante.

Conceptos basicos sobre difusion

El intercambio de solutos que tiene lugar durante la
microdialisis esta regido por procesos de transporte pasivo
por difusion entre las dos fases separadas por la membrana.
Este intercambio se expresa matematicamente mediante la
Ley de Fick'. Este principio expresa de forma matematica
que el flujo neto de materia transportada (J), es igual a una
propiedad fisica, la difusividad (D), multiplicada por un
gradiente, en este caso de concentracion, segun la formula
expresada en la Ecuacion 1:

J=-p3&¢
Ox
En esta ecuacion dc representa la diferencia de concen-
tracion a ambos lados de la membrana y dx la distancia a
atravesar por la molécula (longitud), en este caso equiva-
lente al grosor de la membrana dializante. La viscosidad
del medio y el tamafio de las particulas también afectaran
al coeficiente de difusion (D), de acuerdo a la relacion de
Stokes-Einstein'?. Para moléculas bioldgicas los coeficien-
tes de difusion se encuentran normalmente en el rango de
los 10" - 10°* m?/s'°.

(Ecuacion 1)

Recuperacion relativa de las proteinas

Para entender los procesos que intervienen y afec-
tan a la difusion de las proteinas a través de membranas
de microdialisis, varios autores han realizado estudios
matematicos y experimentales, para intentar formular
ecuaciones teodricas que permitan predecir los resultados in
vivo a partir de resultados de experimentos de recuperacion
il’l Vl'[}’04‘20’21’26’55.

La microdialisis fue disefiada para la recuperacion de
pequeiias moléculas, como metabolitos y neurotransmisores
de bajo peso molecular. La efectividad de la microdialisis
para la recuperacion de este tipo de moléculas en el tejido
cerebral esta bien documentada tanto en el ambito clinico
como experimental!2163643.5097 Sin embargo, la situacion
no es la misma para otras moléculas de mayor PM y com-
plejidad estructural. Antes de explicar las dificultades con-
cernientes a este tipo de moléculas, es necesario introducir
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los conceptos basicos de recuperacion, que derivan a su
vez de la formula de eficiencia de extraccion (extraction
efficiency) o EE (Ecuacion 2).

(Cd-Ci)

EEm (Ecuacion 2)

En esta ecuacion, Cd, Ci y Ce representan las concen-
traciones del analito de interés en el dializado, en el liquido
de perfusion y en el medio externo a analizar respectiva-
mente. Cuando el analito no esta presente en el liquido de
perfusion (Ci=0), esta ecuacion se simplifica. Bajo estas
circunstancias, la RR se expresa como un porcentaje?
(Ecuacion 3):

Cd

== x100

Ce (Ecuacion 3)

La RR es a su vez dependiente de diversos parametros
inherentes a las propiedades del medio, a las de la mem-
brana y a las del liquido de perfusion, asi como a la veloci-
dad de infusion de este ultimo. Estos parametros han sido
considerados en un modelo matematico propuesto por
Bungay?' (Ecuacion 4), en el que se engloban las resisten-
cias al transporte de masa de los elementos involucrados:

RR=1-exp { - } (Ecuacion 4)

1

Qd (Rd+Rm+Re

Donde Qd es la velocidad de flujo del liquido de
perfusion y Rd, Rm y Re representan las resistencias al
transporte de masa en el dializado (el liquido de perfusion),
la membrana y el medio externo a la membrana respectiva-
mente. Esta ecuacion ha sido posteriormente ampliada®*'%,
para tener en cuenta otros parametros de resistencia que
pueden ser relevantes durante la microdialisis ™ ¥¥°, tales
como el concepto de bioplaca (por deposicion y adhesion
de componentes bioldgicos a la membrana, biofouling
layer), la capa correspondiente al tejido traumatico alre-
dedor del catéter (trauma layer) y también la resistencia
inherente al tejido normal*>**(Figura 6).

Catéter
implantado

A

Figura 6: Diagrama que identifica graficamente los térmi-
nos de resistencia al transporte de masa en la ecuacion
modificada de RR'%. Los términos estin representados
por Rd (dializado), Rm (membrana), Rbf (bioplaca), Rtr
(trauma) y Rtn (tejido normal).
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En el caso de recuperacion de proteinas, algunos auto-
res afladen al término correspondiente a la membrana un
factor adicional de resistencia correspondiente a la capa de
proteinas que puede potencialmente adherirse a la mem-
brana de forma no especifica. Este factor se denomina el
“factor Andrade”, basado en los trabajos de cuantificacion
de las interacciones de proteinas con superficies realizados
por Joseph Andrade>®. Atn cuando es necesario tener
en consideracion estos parametros externos al analizar
la informacion obtenida de experimentos in vivo, son las
resistencias combinadas correspondientes al dializado y la
membrana, Rd y Rm las que se obtienen con mayor preci-
sion en experimentos in vitro'®.

Segun la definicion de Bungay?®' estos dos términos (Rm
y Rd) se definen como:

Rd= 13 (ri-ra))

~70m Lri Dd (Ecuacion 5)

Rm= 1 (re/ri)

orLDmom  (Ecuacion6)

Donde re y ri son los radios externo e interno de la
membrana, ra es el radio de la canula interior del catéter,
L es la longitud de la membrana, Dd y Dm son los coefi-
cientes de difusion del soluto determinado en el dializado
y en la membrana, y ®m es la fraccion volumétrica de la
membrana que es accesible por el solvente.

Todos los términos en esta ecuacion dependen de las
propiedades fisicas del catéter y son constantes para cada
catéter, excepto los términos Dd y Dm, que son especificos
para cada molécula. Para una proteina globular, el coefi-
ciente de difusion acuoso, equivalente a Dd, puede ser
estimado tedricamente utilizando la ecuacion de Stokes-
Einstein'®. Sin embargo, esta estimacion solo es valida para
moléculas esféricas en su conformacion tridimensional.
Para macromoléculas de otras caracteristicas, predecir el
coeficiente de difusion acuosa es un proceso mas complejo,
aunque factible de obtener experimentalmente®.

Por otro lado, el coeficiente de difusion inherente a la
membrana, Dm, depende de otros factores tales como A,
definido como la proporcion entre el radio hidrodinamico
de la molécula y el radio del poro, la porosidad de la mem-
brana (equivalente a ®m), el grosor de la membrana y su
permeabilidad hidraulica'®, ademas de interacciones no
especificas entre las moléculas y la membrana.

El radio hidrodinamico, o radio de Stokes-Einstein,
esta definido como el radio de una esfera rigida hipotética
cuya velocidad de difusion es la misma que la media de
las velocidades de difusion de sus diferentes orientaciones
espaciales. Este radio se calcula a partir de datos de coefi-
cientes de difusion obtenidos mediante técnicas de difusion
dinamica de luz (Dynamic Light Scattering, DLS). En
la practica, es infrecuente que las macromoléculas sean
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Figura 7. Ima-
gen de micros-
copia electro-
nica de barrido
(SEM) de la su-
perficie externa
de una mem-
brana de micro-
dialisis de po-
lietersulfona.

rigidas y esféricas, sino que son especies dinamicas, que
pueden interactuar con el solvente en el que estan disueltas.
Por este motivo, el radio calculado es indicativo del tamafio
aparente tomando en cuenta los procesos de atraccion y
asociacion con moléculas del solvente, y de alli su nombre,
“radio hidrodinamico”.

Caracteristicas de l]a membrana microdializante

El punto de corte (cut-off) es un término utilizado
para describir el tamafio de poro de las membranas de
microdialisis, cuya definicion esta basada en la capacidad
de la membrana de restringir el paso del 80% de las molé-
culas del peso molecular expresado en Daltons. Asi por
ejemplo, un cut-off de 20 kDa no permitiria el paso del 80%
de las moléculas presentes en el medio perfundido con un
PM de 20 kDa. Sin embargo, debido a que la distribucion y
el tamafo de los poros no es homogénea, un pequeilo por-
centaje de moléculas de peso molecular superior al cuz-off’
pueden recogerse en el microdializado, aunque con una RR
impredecible. Es importante destacar que la definicion de
cut-off toma en consideracion los pesos moleculares, pero
no asi la estructura tridimensional de las moléculas. En el
caso de las proteinas, este es un factor a tener en cuenta,
puesto que si el radio hidrodindmico de la molécula es
mucho mayor que el poro, esta molécula no pasara a través
de los poros de la membrana, atin cuando su PM sea menor
al cut-off nominal.

Descripcion de la membrana de microdialisis
La membrana de los catéteres de 100 kDa, tiene una

estructura de poros heterogéneos, con una capa exterior de
poros de un diametro aproximado 1000 nm (Figura 7), que
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sirve como soporte a una capa interna formada por una red
de poros de menor tamano'%*

El material del que esta compuesto la membrana de los
catéteres de microdialisis de 100 kDa es la polietersulfona,
cuya composicion quimica previene la adsorcion de mate-
ria biologica potencialmente adherente. Sin embargo, esto
no garantiza que no ocurran interacciones entre proteinas
y la membrana dializante®, dado que las proteinas poseen
caracteristicas muy heterogéneas no s6lo en cuanto a la
distribucion de sus cargas, sino también en su hidrofobi-
cidad, su conformacion tridimensional, rigidez y tamafo.
Los fenémenos de “taponamiento” por interacciones entre
proteinas y la membrana se pueden clasificar en 3 tipos: 1)
deposicion de particulas, quedando las proteinas atrapa-
das dentro de los poros de la membrana, 2) formacion de
una pelicula o “biogel” en la superficie de la membrana,
y 3) adsorcion de las particulas, en la superficie de la
membrana, o en las paredes interiores de la estructura
porosa®. Todas estas interacciones inhiben o disminuyen
el transporte de solutos y afectan de manera importante su
recuperacion.

La implantaciéon in vivo de un catéter cerebral de
microdialisis provoca pequeias lesiones en el tejido donde
se implanta?’, y su implantacion en el encéfalo puede
dar lugar a la formacion de gliosis reactiva alrededor del
catéter. Este fenomeno puede actuar como una barrera a
la difusion de las sustancias del liquido intersticial. Esta
acumulacion de material podria disminuir la recuperacion
de moléculas de interés cuando la microdialisis se realiza
por periodos de tiempo prolongados. Aunque la recupera-
cion de metabolitos y moléculas de pequefio tamaiio parece
no verse afectada hasta 11 dias tras la implantacion®, no
esta muy claro que el caso sea el mismo para moléculas de
mayor tamafio.

Rosenbloom”™ evalu6 la recuperacion de proteinas
usando membranas de 100 kDa, encontrando que dicha
recuperacion disminuye a lo largo de los dias. En un
estudio reciente de Wang et al'® se compar6 utilizando
microscopia electronica la superficie de membranas de
microdialisis de 100 kDa de catéteres nuevos extraidos
durante la fase aguda, con la de catéteres implantados
durante 3 o 7 dias. Las imagenes mostraron un menor
nimero y tamafio de los poros externos en las membranas
implantadas durante mas tiempo, sin embargo la reso-
lucion de la técnica empleada no permite determinar el
estado de los poros internos de la membrana. En el mismo
estudio, se compar6 la recuperacion de IL6 a los 3 y a los
7 dias tras la implantacion. Aun cuando la recuperacion
in vivo fue significativamente menor para los catéteres
implantados durante tres y siete dias que para los catéteres
nuevos, una posterior calibracidon in vitro no demostrd
diferencias significativas entre las RR de los diferentes
catéteres.
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El liquido de perfusién y la ultrafiltracion

Para la perfusion de los catéteres de microdialisis
cerebral convencionales se utiliza una solucion isotonica
estéril, de composicion analoga al LCR y con una concen-
tracion fisiologica de cloruros de sodio, potasio, magnesio
y calcio. Cuando se comercializaron por primera vez los
catéteres de microdialisis de alta resolucion (100 kDa), una
serie de autores sugirieron que debido al mayor tamafio de
los poros, una proporciéon importante del liquido de perfu-
sion se perdia por ultrafiltracion hacia el tejido, y por tanto
existia una disminucion importante en la recuperacion
volumétrica’ 74777887,

Para explicar el fenomeno de ultrafiltracion se considera
que el catéter de microdialisis es analogo a un capilar san-
guineo. Las moléculas de alto peso molecular no atraviesan
con facilidad la membrana capilar, y por lo tanto generan
una presion oncoética. La diferencia en la concentracion
de proteinas (principalmente albumina) entre el plasma y
el espacio intersticial, genera una presion conocida como
presion coloidosmotica u oncotica. La fuerza neta de movi-
miento de flujo (FMF), viene entonces dada por la siguiente
formula:

FMF = (Pc-Pi)- o (nmc-mni)  (Ecuacion 7)

Donde Pc y Pi representan las presiones hidrostaticas
del capilar y del intersticio, c y mi representan las respecti-
vas presiones oncoticas. ¢ es el coeficiente de reflexion. El
flujo neto, Jv, depende tanto de la FMF, como de la super-
ficie en la que ocurre el intercambio y de la permeabilidad
de la membrana, expresada como la constante de filtracion
Kf, que depende de las propiedades fisicas de la membrana
(tamailo y nimero de poros).

Jv=K, A FMF  (Ecuacion 8)

Jv=K, A [(Pc - Pi) - 6 (nc - mi)] (Ecuacion 9)

A partir de esta formula es facil deducir que si FMF es
diferente a 0, una Kf mayor repercutira en un mayor flujo
neto. Esta ecuacion es conocida como la ecuacion de Star-
ling* quien formulé esta teoria en 1896 para modelar el
papel que ejercen las fuerzas hidrostaticas y oncoticas en
los movimientos de flujo por filtracion a través de mem-
branas capilares*. Seglin la ley de Starling, para que el
intercambio transcapilar esté en equilibrio, la suma de las
presiones hidrostaticas y coloidosmoticas a ambos lados
de la membrana debe estar en equilibrio (FMF = 0)%. Si
extrapolamos esta ecuacion a un catéter de microdialisis,
encontramos que la fuerza correspondiente a la presion
coloidosmotica del plasma no esta presente en el liquido
de perfusion que circula a través del catéter, ya que éste
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no contiene proteinas. En esta situacion, se produce un
desequilibrio que da lugar a un flujo neto del liquido de
perfusion hacia el espacio intersticial.

Soluciones al problema de la ultrafiltracion

En las membranas de 100 kDa el calibre de los poros
es mayor y la resistencia al flujo es menor, por lo que los
episodios de ultrafiltracion por diferencias entre presiones
hidrostaticas/oncoticas, podrian potencialmente afectar la
recuperacion volumétrica, generandose un flujo neto de
liquido de perfusion hacia el tejido perfundido. Entre los
mecanismos que han sido utilizados tanto in vitro como in
vivo para intentar equilibrar esta pérdida, se encuentra el sis-
tema denominado push-pull, en el cual la presion hidrostatica
ejercida por el fluido circulante propulsado por la bomba se
compensa aplicando una presion negativa (succion) mediante
una bomba de extraccion en el tubo de salida de igual magni-
tud que la presion ejercida por la bomba de perfusion®’.

No obstante, el método hasta ahora mas utilizado, y
que reproduce la fisiologia normal con mayor fidelidad,
consiste en la adicion de agentes coloidosmoticos como
la albimina® o el dextrano3'#14347.73.7477.1887.102 3] [jquido de
perfusion. Esta ultima opcion ha sido postulada como una
de las soluciones mas adecuadas para superar la dificultad
técnica de la ultrafiltracion y lograr obtener el volumen de
muestra deseado. La mayoria de grupos han optado por el
dextrano 60/70. De hecho, CMA Microdialysis, fabricante
de los catéteres de 100 kDa disponibles comercialmente,
recomienda afiadir 30g/L de dextrano 60 en el liquido de
perfusion®®. Sin embargo, este liquido de perfusion con
dextrano, aiin cuando estd comercialmente disponible en
paises Escandinavos, no cuenta con la aprobacion sani-
taria de la CE para su distribucion en el resto de Europa.
Por consiguiente, los estudios en los que se ha utilizado
dextrano en el liquido de perfusion provienen casi exclusi-
vamente de grupos Escandinavog?*!#3:47.73.7487.102,
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Figura 8. Representacion de los dos
componentes de presion hidrostatica,
Hl(catéter) y H2(medio), que actuan

—————— sobre la membrana de microdidlisis
en los experimentos in vitro. Dibujo
original.

En la microdialisis cerebral, un estudio de Hutchinson
comparo la recuperacion volumétrica de los catéteres de 20
y 100 kDa y demostrd que, a pesar de no anadir dextrano,
no existian diferencias en el volumen del dializado’'. Ante
esta evidencia, aparentemente contradictoria, la necesidad
de afadir dextrano u otros agentes coloides al liquido de
perfusion permanece ain sin clarificar. Debe considerarse
también que cualquier método utilizado para aumentar el
volumen del microdializado debe buscar el equilibrio entre
el volumen infundido y el volumen recogido, pues de otra
forma se aumentaria el volumen a expensas de extraer agua
del medio, lo cual diluiria mas la muestra recogida, alterando
los calculos de recuperacion. Este efecto ya fue observado
en las concentraciones de proteinas in vitro obtenidas por
Rosenbloom™ al comparar liquido de perfusion con y sin
dextrano. El dextrano aumentd el volumen de la muestra
pero no la cantidad total de proteina en el dializado, ya que
simplemente la muestra se encontraba mas diluida.

Una forma de similar efectividad para controlar los feno-
menos de ultafiltracion es manipular la presion hidrostatica
del interior del catéter modificando la posicion del microvial
de recogida. La idea es crear un “efecto sifon” (presion
hidrostatica negativa) que compense la presion coloidosmo-
tica entre el liquido de perfusion y la solucion de proteinas
que se quiere analizar. Esto se consigue estableciendo una
diferencia hidrostatica conocida, mediante la colocacion del
microvial a una distancia determinada por debajo de la punta
del catéter. Este procedimiento ha sido utilizado previamente
en experimentos in vitro'. In vitro, el liquido en el que esta
inmerso el catéter ejerce también una presion hidrostatica
sobre el catéter, proporcional a la profundidad a la que esta
inmerso el catéter. Segun la ley de Starling, esta presion
hidrostatica en el exterior de la membrana promueve el flujo
de liquido hacia el interior del catéter. Cuando la posicion
del microvial es inferior al nivel de la punta del catéter, la
presion hidrostatica generada es negativa, y se promueve
entonces el movimiento de flujo hacia el interior del catéter.
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La presion hidrostatica total sera pues proporcional a la dis-
tancia entre la superficie de la solucion en que esta inmerso
el catéter, y la posicion del microvial por debajo de dicha
superficie, como muestra la Figura 8.

Factores que afectan la recuperacién relativa

Los experimentos in vitro no pueden proporcionar una
informacion exacta sobre la recuperacion in vivo, pero si
pueden aportar una idea aproximada del rango maximo de
RR que se puede obtener cuando los factores limitantes
dependen solo de las interacciones entre la membrana y las
moléculas de interés. Aun asi, para que esta informacion
sea de utilidad para el analisis de la microdialisis in vivo, es
necesario adaptar en lo posible las variables involucradas
de manera que se aproximen a las condiciones encontradas
in vivo, y en particular a las condiciones y caracteristicas
particulares utilizadas en la monitorizacion del paciente
neurocritico. Entre estos factores se encuentran:

1. La velocidad de perfusion

La velocidad de perfusion, viene predeterminada por la
microbomba y es indirectamente proporcional a la RR. Este
es uno de los factores mas importantes ya que una menor
velocidad de perfusion permite que el intercambio a través
de la membrana se aproxime mas a una situacion de equi-
librio. Las velocidades de perfusion excesivamente lentas,
aun cuando conllevan una mejor RR, tienen implicaciones
negativas en lo que respecta a resolucion temporal y al
volumen del microdializado”. La velocidad de perfusion
de 0,30 pul/min empleada en nuestro centro permite realizar
colecciones horarias de 18ul. Una importante acotacion
es que debido a que el volumen de dializado necesario
para realizar analisis de proteémica generalmente ronda
los 100 pl, no es posible obtener datos horarios como en
la microdialisis clasica, sino que es necesario combinar
muestras cada 6-8 horas, lo cual disminuye la resolucion
temporal de la técnica.

2. Los coeficientes de difusion

Los coeficientes de difusion acuosa de las moléculas
varian en funcion de su peso molecular y de la estructura
y el radio hidrodinamico de cada molécula. El coeficiente
de difusion es especifico para cada molécula en cada
medio determinado, por lo que sera diferente en experi-
mentos in vitro o in vivo. En tejidos biologicos, también
cobra importancia la tortuosidad del espacio intersticial,
que representa el grado de obstruccion a la difusion gene-
rado por obstaculos fisicos en tejidos de estructura no
homogénea*-®!.

3. La temperatura
La temperatura a que se realiza la microdialisis influye
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directamente sobre la difusion, ya que afecta a los coefi-
cientes de difusividad tal como indica la relacion de
Stokes-Einstein ya mencionada. Lindefers determind que
la recuperacion de sacarosa in vitro era 40% mas alta a
37°C que a 20°C%. En general los coeficientes de difusion
aumentan entre 1-2% por °C".

4. Longitud de la membrana

La RR es proporcional a la superficie de la membrana.
Los catéteres de microdialisis de 100 kDa comercializados
para uso clinico por CMA Microdialysis (Solna, Suecia)
estan disponibles con membranas dializantes de 10, 20
0 30 mm. En nuestro centro se implantan catéteres de
microdialisis cerebral de 10 mm de longitud de membrana.
Si bien es cierto que una longitud mayor de la membrana
aumenta la recuperacion debido a una mayor superficie
dializante, las membranas mas largas son técnicamente
mas dificiles de implantar en la zona anatomica diana, se
rompen con mayor facilidad y se corre ademas el riesgo de
monitorizar areas heterogéneas del tejido cerebral.

5. Liquido de perfusion

El liquido de perfusion utilizado habitualmente para la
microdialisis cerebral, es una solucion isotonica comer-
cializada por CMA Microdialysis (Solna, Suecia), con
una concentracion de electrolitos similar a la del liquido
cefalorraquideo, cuya composicion es la siguiente: NaCl
147 mmol/L, KCI 2,7 mmol/L, CaCl, 1,2 mmol/L y MgCl,
0,85 mmol/L. Para uso clinico, nuestro centro no utiliza
coloides en el liquido de perfusion, aun cuando la propia
casa comercial recomienda su utilizacion para los catéteres
de 100 kDa.

6. Tiempo de uso del catéter

El tiempo de uso del catéter tiene efectos en la RR
tanto in vivo como in vitro, siendo mayor la recuperacion
en las primeras horas tras la implantacion hasta alcanzar
un estado estacionario'®. En experimentos in vivo, la lesion
provocada por la implantacion del catéter puede tener efec-
tos tisulares durante las primeras horas tras la insercion,
produciendo pequeias lesiones hemorragicas, infiltracion
de macroéfagos, astrogliosis, y afectacion de la barrera
hematoencefalica posterior a la implantacion'*!*?"63, Cuan-
do el catéter permanece implantado durante varios dias se
produce una acumulacion de placa alrededor del catéter'®
que puede disminuir su capacidad de intercambio y por lo
tanto su recuperacion, particularmente si se intentan recu-
perar moléculas de PM elevado.

Extrapolacion de experimentos in vitro a sistemas in vivo

Los valores obtenidos en experimentos de RR in vitro
pueden aportar valores orientativos de las limitaciones de la
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membrana de microdialisis para evaluar niveles absolutos
de proteinas en un sistema in vivo. Para moléculas como las
citocinas, extrapolar resultados in vitro a un sistema in vivo
requiere tener en cuenta no solo factores generales como la
tortuosidad del tejido, sino también interacciones entre las
proteinas estudiadas y las estructuras y componentes de la
matriz extracelular®.

Resulta pues muy complicado realizar una aproxima-
cion a la RR in vivo basados unicamente en porcentajes
de RR in vitro. Por este motivo, se han sugerido varios
métodos alternativos para determinar la RR in vivo, tales
como el método de Lonnroth o de “no flujo neto”**%. Este
método se basa en afiadir al liquido de perfusion diferentes
concentraciones del analito de interés, para luego determi-
nar, mediante regresion lineal, la concentracion real en el
medio. Sin embargo, este método tiene importantes limi-
taciones. Para moléculas como las citocinas, con un rango
funcional tan amplio a concentraciones bajas, la determi-
nacion de RR en tejido cerebral mediante este método en
humanos seria peligrosa y poco ética, con la dificultad
metodologica anadida de que la concentracion local en el
medio debe ser constante durante la duracion del experi-
mento.

A pesar de sus limitaciones, el calculo de la RR in vitro
es util para determinar las limitaciones de la membrana en
relacion al paso de proteinas, y como herramienta para dis-
criminar cuales de las proteinas de interés son recuperables
con membranas de alta resolucion.

Conclusiones

El estudio de la respuesta neuroinflamatoria cerebral
tras el TCE podria verse enriquecido mediante la posibi-
lidad de valorar los niveles de marcadores proteicos en el
tejido lesionado. La microdialisis de alta resolucion ofrece
esta posibilidad, pero existen limitaciones importantes
que deben de ser consideradas y que pueden restringir la
recuperacion de estas moléculas, y por lo tanto la utilidad
de la microdialisis. Antes de comenzar cualquier proyecto
de investigacion que pretenda estudiar proteinas mediante
microdialisis, es necesario analizar a fondo dichas limita-
ciones y realizar estudios in vitro previos para conocer la
RR y poder asi aproximar la validez a los resultados obte-
nidos en los pacientes.
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De Los Rios y col

Comentario al trabajo Microdidlisis de alta resolucion.
Aspectos metodologicos y aplicacion al estudio de la
respuesta inflamatoria cerebral de De los Rios y cols

De Los Rios y colaboradores presentan una profunda y
elaborada revision de la literatura sobre la microdialisis de
alta resolucion. En esta revision se repasan los principios
basicos de la técnica y se analizan los diferentes factores
que intervienen en los procesos de recuperacion de molé-
culas.

La técnica de microdialisis constituye una herramienta
con un gran potencial para profundizar en el estudio de los
fendmenos neuroquimicos que tienen lugar en los pacientes
neurocriticos. Sin embargo, no se puede afirmar que dicha
técnica esté correctamente validada en el momento actual,
a pesar de los articulos clinicos y experimentales recien-
temente publicados (1-3), y como sefialan los autores en
su conclusion, “antes de comenzar cualquier proyecto de
investigacion es necesario realizar estudios in vitro para
conocer la recovery rate y poder asi aproximar la validez a
los resultados obtenidos en los pacientes”. Dichos estudios
experimentales definiran mejor parametros como la tasa de
recuperacion, y podran ser usados como referencia por otros
investigadores, pero teniendo en cuenta que los resultados
obtenidos in vitro solo podran ser una estimacion de lo que
ocurre in vivo ya que dicha informacion experimental no es
directamente extrapolable. Ademas es necesaria una cuida-
dosa seleccion de las moléculas que desean ser estudiadas
mediante microdialisis con catéteres de 100 kDa, recono-
ciendo que las concentraciones de dichas moléculas deben
ser interpretadas de una manera cautelosa y teniendo en
consideracion las limitaciones técnicas comentadas.

Otro aspecto importante a tener en cuenta con el empleo
de este tipo de catéteres de alto cut-off, y que los autores

448

Neurocirugia
2009; 20: 433-448

comentan ampliamente, es la progresiva disminuciéon en
la capacidad de intercambio y por lo tanto de la recupera-
cion. Se trata de un tema que se presta a debate, pues atin
no existe suficiente evidencia experimental que permita
determinar si un descenso de los niveles de las moléculas
a estudio se debe a la progresiva disfuncion del catéter por
taponamiento a lo largo de los dias, o si se debe a un des-
censo fisiologico de la respuesta inflamatoria, por ejemplo,
en el caso de las citocinas.

En resumen, en esta revision se exponen los funda-
mentos de la técnica de la microdialisis de alta resolucion.
Dicha técnica nos proporcionara en el futuro una gran can-
tidad de informacion sobre la fisiopatologia en los pacien-
tes neurocriticos.
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