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Resumen

TITULO: DISFUNCION VASCULAR ASOCIADA AL DANO PULMONAR
INDUCIDO POR LA VENTILACION MECANICA: DEMOSTRACION
MEDIANTE UN BIOENSAYO

INTRODUCCION

La ventilacion mecanica (VM) con Vt elevado se asocia con lesion pulmonar
(ventilator-induced lung injury, VILI) y dafio de dérganos a distancia. La
relevancia clinica de la relacion del pulmén con otros o6rganos viene
documentada, por ejemplo, por la observacion de que la principal causa de
mortalidad en el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es el shock y el
fallo multiorganico. En modelos animales de VILI in vivo se ha demostrado
disfuncién vascular, que puede ser causada bien por mediadores producidos
por el pulmén lesionado (dafio no pulmonar a distancia), o bien por cambios
hemodindmicos asociados al VILI (en el contexto de grandes variaciones de la
presion intratoracica). Por eso, para documentar que existe un efecto del
pulmén lesionado en la circulacion, es importante demostrar disfuncién
vascular en ausencia de efectos hemodinamicos. Un bioensayo, en el cual el
efluente del pulmén ventilado ex vivo es incubado con vasos in vitro, permitird

demostrar el efecto del pulmén lesionado sobre los vasos sistémicos.
OBJETIVOS

De forma general, demostrar que el VILI se asocia con una alteracion en la
funcién vascular. Los objetivos secundarios fueron: (i) demostrar que la VM
utilizando V1 elevado ex vivo se asocia con dafio pulmonar (VILI); (i) demostrar
gue el VILI se asocia con disfuncion vascular in vitro; (iii) demostrar que existen
dos fenotipos de respuesta a la VM, dependiendo de la presencia de dafio
alveolar difuso; (iv) demostrar que la disfuncion vascular es mas marcada en
los casos que desarrollan dafio alveolar difuso; (v) demostrar que el aumento
del estrés nitro-oxidativo juega un papel en la disfuncion vascular asociada al
VILI.

MATERIAL Y METODOS

Estudio prospectivo experimental con 2 modelos. (i) Modelo de pulmoén aislado

ventilado y perfundido ex vivo, procedente de ratas macho Sprague-Dawley



Resumen

(peso 350 * 25 g). Se extrajo en bloc el corazén-pulmoén y se montd en una
camara para ventilacion ex vivo, perfundido con solucion Krebs-Henseleit y
albumina 4% (4 mL/min). Tras 30 minutos de estabilizacion con V1 bajo (V=6
mL/kg + PEEP 5 cm H;0), los pulmones fueron ventilados durante 150 minutos
con V1 bajo (V=6 mL/kg + PEEP 5 cm H,0) o elevado (V=25 mL/kg, PEEP=0
cm H0). (ii) Modelo ex vivo de funcion vascular. Anillos vasculares de aorta de
animales sanos se incubaron 60 minutos con el liquido de perfusion procedente
de los pulmones ventilados en diferentes condiciones, y se estudio la relajacion
(anillos precontraidos con norepinefrina [NE]) y la contraccion isométrica
(anillos en reposo) mediante la administracion de dosis crecientes de
acetilcolina (Ach) y NE, respectivamente. Se estudiaron los efectos del tempol
(10 M), neutralizador de especies reactivas del oxigeno (ERO) intracelulares,
superéxido dismutasa (SOD 100 U/mL), neutralizador del radical superoéxido, y
metaloporfirina (10° M), neutralizador de especies reactivas del nitrégeno
(ERN), sobre las respuestas a Ach y NE. Mediciones: presion pico inspiratoria
(PIP), presion en arteria pulmonar (PAP), parametros gasomeétricos,
bioquimicos y hematoldgicos en el liquido de perfusion, analisis histolégico
(hematoxilina-eosina) y curvas dosis-respuesta a Ach y NE. Andlisis
estadistico: se realiz6 una curva ROC para determinar el valor de PIP al final
del experimento que mejor predice la presencia en el estudio histolégico de
dafio alveolar difuso (ausencia o presencia de membranas hialinas). Las
variables cuantitativas se compararon mediante una prueba de la t de Student
o mediante un ANOVA, y las curvas dosis-respuesta mediante un ANOVA para
medidas repetidas. Las variables cualitativas se analizaron mediante la prueba
de Chi cuadrado. Se consideré estadisticamente significativo un valor de
p<0,05. Los procedimientos siguieron los principios del animal de laboratorio
(Directiva 2010/63/UE, RD 53/2013 BOE-A-2013-1337, Ley 32/2007 BOE 7-
11). El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion de nuestra

institucion.
RESULTADOS

El valor de PIP que predijo con mejor sensibilidad y especificidad la presencia

de dafio alveolar difuso en el examen histologico correspondio a una PIP del5

10
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cm H,0O, por lo que se distinguieron 2 patrones que denominamos (i) Vg
elevado sin dafio pulmonar (PIP <15 cm H;0); y (ii) Vt elevado con dafio
pulmonar (PIP= 15 cm H,0).

Los pulmones ventilados con Vr elevado experimentaron un aumento
progresivo de la PIP y un descenso de la distensibilidad dinamica a lo largo del
experimento, significativamente mayor que en los pulmones ventilados con Vy
bajo. Estos cambios fueron mas marcados en los pulmones ventilados con Vr
elevado con dafio pulmonar que en los pulmones ventilados con Vt elevado sin
dafio pulmonar. El indice de dafio pulmonar histologico fue significativamente
mayor en los pulmones ventilados con V1 elevado, en comparacion con los
pulmones ventilados con Vr bajo, y mayor en los pulmones ventilados con Vr
elevado con dafio pulmonar, que en los pulmones ventilados con V1 elevado
sin dafio pulmonar. Asimismo, los pulmones ventilados con Vr elevado, en
comparacién con los ventilados con Vt bajo, presentaron elevacién de enzimas
de citolisis (ALT, AST, LDH), disminuciéon de la concentracion de glucosa y
elevacion de la concentracion de lactato en el efluente pulmonar. Estos
cambios fueron siempre mas marcados en los pulmones ventilados con V+
elevado con dafio pulmonar que en los pulmones ventilados con Vt elevado sin

dafio pulmonar.

Los anillos aodrticos incubados con el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados con Vt elevado, mostraron una disminucion significativa
de la relajacion a dosis crecientes de Ach, en comparacion con el grupo control.
Esta alteracion en la funcién endotelial fue significativamente mas marcada en
el grupo ventilado con V+ elevado con dafio pulmonar, en comparacién con el
grupo ventilado con Vt elevado sin dafio pulmonar, y mejor6 mediante el
tratamiento con tempol y con SOD in vitro. Los anillos adrticos incubados con el
liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados tanto con Vt bajo
como con Vr elevado, mostraron una disminucién no significativa de la
contraccion en respuesta a dosis crecientes de NE, en comparacién con el
control, que tendi6 a mejorar (no significativamente) mediante el tratamiento
con metaloporfirina, mientras que el tratamiento con tempol y SOD empeoraron

la funcidn contractil.
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Resumen
CONCLUSIONES

(i) La VM utilizando un Vt elevado ex vivo induce dafio pulmonar (VILI). (i) El
VILI se asocia con disfuncion vascular. (iii) Existen dos fenotipos de respuesta
a la ventilacion mecanica, caracterizados por distinto grado de deterioro de la
mecanica respiratoria, dafio celular pulmonar y cambios histolégicos del
pulmén (dafio alveolar difuso). (iv) La disfuncion vascular asociada al VILI se
desarrolla de forma mas marcada en el grupo que presenta dafio alveolar
difuso. (iv) La disfuncion vascular asociada al VILI se debe a un aumento del
estrés nitro-oxidativo. Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que el
pulmén lesionado libera mediadores que inducen dafio no pulmonar a distancia

que explican la disfuncién de otros érganos en el contexto del dafio pulmonar.
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Introduccién
DANO PULMONAR AGUDO Y SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIO AGUDO

El Dafio Pulmonar Agudo (DPA) y su forma mas grave el Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo (SDRA), se caracterizan por la aparicion de edema pulmonar por
hiperpermeabilidad [1]. La ventilacibn mecanica (VM) se ha utilizado ampliamente en el
tratamiento del paciente critico, siendo el SDRA una de sus indicaciones. La constelacion de
consecuencias pulmonares de la VM en los modelos animales se denomina dafio pulmonar

inducido por la VM (“ventilator induced lung injury, VILI”).

En 1967, el término “respirator lung” se acufid para describir los infiltrados alveolares
difusos y las membranas hialinas encontradas en los estudios post mortem de pacientes que
habia tenido VM [2]. Mas recientemente, se ha demostrado el dafio que la VM puede causar
en pulmones previamente normales [3]. Esta lesion se caracteriza patolégicamente por
infiltrados de células inflamatorias, membranas hialinas, aumento de la permeabilidad

vascular y edema pulmonar.

Pero no ha sido hasta este siglo cuando se ha entendido la importancia clinica del
dafio pulmonar inducido por la VM en adultos, gracias a un trabajo que demostré que el uso
de volumenes tidal (V) elevados en pacientes con SDRA es deletéreo, y que una estrategia
ventilatoria disefiada para minimizar este dafio disminuia la mortalidad entre pacientes con
SDRA [4]. En este estudio se encontrdé una reduccion en la mortalidad del 40% al 31% al
ventilar a los pacientes del grupo de intervencion con un Vy de 6 ml/kg (respecto al Vr

convencional de 12 ml/kg), limitando la presion plateau a 30 cm H,O.

Hace tiempo que se conoce el efecto nocivo sobre el pulmén de las estrategias de
ventilacibn con presién pico elevada, como son las alteraciones en la permeabilidad
microvascular que producen edema pulmonar. Por otro lado, la VM lesiva con volumenes
corrientes elevados se asocia con una alteracion del intercambio gaseoso, disminucion de la
distensibilidad pulmonar y formacion de membranas hialinas [5]. Ademas, estos cambios se

traducen en un aumento de la presion pico.

Diversos trabajos han demostrado que los mecanismos de la lesion pulmonar

inducida por la ventilacion mecénica incluyen, entre otros, la inflamacién, disrupcion de la
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barrera epitelio-alveolar, edema intersticial, lesion celular, formacion de membranas hialinas,

pérdida de la funcion del surfactante, colapso alveolar y apoptosis [1].

Independientemente de la gravedad del fallo respiratorio, la principal causa de
mortalidad en el SDRA es el shock y el fallo multiorganico (FMO), mas que la hipoxemia [6].
Las estrategias de ventilacion protectora producen una disminucion de la mortalidad, pero
este descenso de la mortalidad en pacientes ventilados con Vt bajo no se acompafaba de
diferencias en el intercambio gaseoso respecto a los pacientes con Vt elevado, sino por una

menor duracién del shock y el FMO [4].

Por tanto, existe evidencia de que la VM lesiva no sélo produce patologia a nivel
pulmonar, sino que genera alteraciones a distancia. En modelos animales de SDRA se ha
demostrado que la VM con V+ elevado produce inflamacion sistémica [7,8], alteracion en la
funcion renal [9,10], disfuncién vascular [5,11-13] e hiperpermeabilidad intestinal [14]. Se
conoce que en la patogénesis del SDRA estan implicados un dafio directo a las células
pulmonares y un dafio indirecto resultado de la respuesta inflamatoria sistémica. En relaciéon
a esto, un estudio realizado en pacientes con SDRA, demostré que la lesion iniciada en el
pulmén puede desencadenar una serie de eventos a nivel sistémico, que desembocan

finalmente en el fallo irreversible de varios 6rganos [15].

Por otro lado, otro ejemplo de las alteraciones a distancia observadas en modelos
animales, son las modificaciones en la funcion vascular producidas tanto en la relajacion
como en la contracciébn en los grupos ventilados con estrategias lesivas [13,16]. La
disfuncién vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la VM, se caracteriza por
hipotension, hiperpermeabilidad microvascular y dafio en la respuesta ex vivo a estimulos

vasoconstrictores y vasodilatadores [5,12,13].

Existen evidencias del papel del estrés nitro-oxidativo en el SDRA y el dafio pulmonar
inducido por la VM, asi como la influencia de la formacion de peroxinitrito en la disfuncién
vascular [17]. Se ha sugerido que el aumento de anién superéxido y NO (6xido nitrico), con
la consecuente generacion de peroxinitrito, pueden estar implicados en la disfuncion

vascular asociada al dafio pulmonar inducido por VM [16,18].
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Como se ha comentado anteriormente, en pacientes con SDRA, la aplicacion de Vr

bajos ha disminuido la mortalidad [4]. Sin embargo, estas estrategias de ventilacion no
siempre se pueden aplicar en todos los pacientes, y se requieren otras terapias
farmacoldgicas alternativas para mejorar la supervivencia y disminuir las complicaciones
sistémicas asociadas en estos pacientes. Por otro lado, el uso de VM con V1 no dafinos se
asocia a lesion pulmonar [3]. Se han ensayado multiples terapias para intentar revertir el
dafo pulmonar inducido por la VM, como los corticosteroides [12,19-21] o la N-acetilcisteina
(NAC), un precursor del antioxidante fisiolégico glutation [22,23], sin demostrar un beneficio

claro ninguna de ellas.

En los modelos animales de VILI in vivo, en los que se ventila al animal completo, el
aumento de la presién intratoracica al ventilar con V1 elevado produce un descenso del
retorno venoso, lo que podria resultar en hipoperfusién de érganos, con la consecuente
disfuncion sistémica. En cambio, en los modelos ex vivo, en los que se extraen los pulmones
en bloque para ventilar (y perfundir en su caso) el pulmén, en un sistema controlado fuera de
la caja toracica, el hecho de aplicar Vt elevados no produce cambios hemodinamicos
significativos, por lo que permite demostrar que la disfuncién vascular asociada a VILI es
producida por la ventilacibn mecénica con Vr elevado y no explicable sdélo por alteraciones

hemodinamicas [16].

Nuestro objetivo es demostrar mediante un bioensayo, con un modelo ex vivo de
pulmén y un modelo ex vivo de funcion vascular, que el DPA induce una alteracion en la
funcién vascular, al liberarse sustancias a la circulacion desde el pulmén, en cuyo

mecanismo esta implicado el estrés nitro-oxidativo.

En esta introduccion se revisaran en primer lugar las definiciones de SDRA y VILI, los
factores de riesgo asociados a esta condicion y de forma breve la incidencia y mortalidad,
tanto en poblacion adulta como pediatrica. A continuaciéon se exponen los mecanismos
implicados del dafio pulmonar inducido por la VM, con especial mencion al biotrauma. Se
discutiran igualmente los mecanismos responsables de la disfuncion vascular asociada a
VILI, haciendo hincapié en el papel del estrés nitro-oxidativo. Posteriormente se describiran

algunos de los tratamientos experimentales y clinicos usados en el SDRA, entre los que se
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encuentran los atrapadores de radicales libres y peroxinitrito. Finalmente, se comentaran los
modelos experimentales usados para el estudio del SDRA y VILI, haciendo hincapié en el
modelo del presente trabajo de pulmén ventilado aislado y perfundido, y se justificara la

realizacion del presente trabajo de investigacion basica.

DEFINICIONES

El dafio pulmonar aguda inducido por la VM en modelos animales se denomina lesion
pulmonar inducida por la ventilacion mecanica (“ventilator induced lung injury”, VILI). La
lesion pulmonar asociada a la ventilacion mecanica (“ventilator-associated lung injury”,
VALLI) es similar al SDRA y ocurre en pacientes sometidos a VM. Sin embargo, en este caso,
no se puede asegurar una relacion causal entre el dafio pulmonar y la VM. VALI es el
término apropiado en la mayoria de las situaciones clinicas, ya que es practicamente
imposible probar causalidad fuera del ambito de la investigacion [24].

En 1967, Ashbaug et al. [25] describieron el SDRA, identificando en 12 pacientes de
una cohorte de 272 que recibian soporte respiratorio, hallazgos similares al sindrome de
distrés respiratorio de la infancia, encontrando una mortalidad del 58%. EI SDRA se
caracteriza por una reaccion aguda inflamatoria con dafio a la barrera epitelio alveolar, que
produce edema y descenso de la distensibilidad pulmonar, con aumento del shunt
intrapulmonar e hipoxemia. Desde su descripcion por Ashbaugh, el diagnostico del SDRA
se ha hecho en base a la existencia de una enfermedad predisponente, un comienzo agudo,
la presencia infiltrados pulmonares bilaterales e hipoxemia grave. La ultima definicion del
SDRA se consensu6 en 2012 en Berlin [29], aunque la mayoria de estudios publicados usan
los criterios diagnésticos de la Conferencia de consenso Americano-Europea (AECC) de
1994 [30].

La AECC [30] definia el SDRA en base a los siguientes criterios: 1) Comienzo agudo;
2) Infiltrados bilaterales en radiografia de térax; 3) Ausencia de hipertension en la auricula
izquierda con una presién en la arteria pulmonar <18 mm Hg; 4) Hipoxemia: SDRA definido
por una relacion [PaO,/FiO,] < 200 mm Hg y Lesion pulmonar aguda (“Acute lung injury”,
ALI), definida por hipoxemia menos grave, [PaO/FiO,] < 300 mm Hg. A lo largo de los afios,

esta definicion ha generado varias dificultades y dudas, como son [31]: la falta de una
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definicién explicita de agudo; la variabilidad interobservador en la interpretacién de la
radiografia; la influencia de la presion espiratoria la final de la espiracion (PEEP) en la
relacion [PaO,/FIO; el mayor uso de la pulsioximetria en detrimento de los gases arteriales;
la influencia de las presiones en la via aérea y del volumen intravascular en la presion
arterial pulmonar, asi como el hecho de que el edema cardiogénico o secundario a

sobrecarga de fluidos pueda coexistir con el SDRA.

Debido a estas dificultades, en 2012 se publico la nueva Definicién del Berlin [29]
del SDRA (Tabla 1).

CRITERIOS DE SDRA DE LA DEFINICION DE BERLIN

LEVE MODERADO GRAVE

Tiempo de inicio de los sintomas | Inicio de los sintomas en la semana siguiente al evento relacionado (por ejemplo,
neumoeonia) o bien nuevos sintomas respiratorios o agravamiento de los
preexistentes.

Imagen radiologica Opacidades pulmonares bilaterales en la radiografia pulmonar o TC (no atribuibles a
derrame pleural, atelectasia o nodulos pulmaonares).

Origen del edema Insuficiencia respiratoria no explicada completamente por enfermedad cardiaca o
sobrecarga de fluidos. En ausencia de factores de riesgo de SDRA se recomienda
excluir edema pulmonar hidrostatico mediante ecocardiografia.

Oxigenacion Leve 200 mm Hg < PaO,/FiO, = 300 mm Hg con PEEP o CPAP z 5 cm H,O
Moderado 100 mm Hg < PaO,/FiO, £ 200 mm Hg con PEEP = 5 cm H,0
Grave Pa0,/FiO, < 100 mm Hg con PEEP = 5 cm H,0

Tabla 1. Criterios de SDRA segun la definicion de Berlin [29].
TC, tomografia computarizada; CPAP, continuous positive airway pressure.

Segun lo comentado anteriormente, las principales modificaciones fueron: 1)
Comienzo: una semana tras un evento conocido; 2) Imagen radiologica: se incluyen una
serie de ejemplos de radiografias; 3) Origen del edema: importancia de la ecocardiografia
para excluir el edema hidrostatico si no hay ningun factor de riesgo conocido; 4) Establece
diferentes categorias de SDRA en funcién de la relacion [PaO,/FIO,], considerando en

todos los casos una PEEP minima de 5 cm H>0.
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El DPA/SDRA puede ser debido bien por dafio pulmonar directo, como en el caso de

la neumonia, contusion pulmonar o la aspiraciéon de contenido gastrico, o bien por dafio
pulmonar indirecto, como en el caso de la sepsis, el trauma grave no pulmonar o el shock
[32]. Bellani et al. describen en un estudio multicéntrico como factores de riesgo mas
frecuentes de SDRA la neumonia, la sepsis extrapulmonar, la aspiracion de contenido

gastrico, el shock no cardiogénico y el trauma grave, entre otros (Tabla 2) [33].

Factores de riesgo %
Neumonia 59,4%
Sepsis extrapulmonar 16%
Aspiracion 14,2%
Shock no cardiogénico 7,5%
Trauma 4 2%
Transfusiones sanguineas 3,9%
Contusion pulmonar 3,2%
Inhalacion 2,3%
Sobredosis de drogas 1,9%
Vasculitis pulmonar 1,4%
Quemaduras 0,3%
Ahogamiento 0,1%
Otros factores de riesgo 2,7%
Ningun factor de riesgo 8,3%

Tabla 2. Factores de riesgo de SDRA en adultos. Se sefala la frecuencia (%) de los
diferentes factores de riesgo en la cohorte estudiada. Modificado de Bellani et al. [33]

La definicibn del SDRA se validé en poblaciéon adulta, por lo que podria no ser
adecuada en la infancia. En nifios se realizé un estudio cuyo objetivo fue validar la definicion
de Berlin [34], ademéas de establecer una lista de factores de riesgo en la poblacion
pediatrica y desarrollar un consenso sobre las herramientas clinicas y diagndsticas mas
usadas en la infancia. Se eligio un amplio rango de edad entre 1 mes y 18 afios para
asegurar la validez de esta definicion en condiciones extremas. Entre las conclusiones de
este trabajo, destacaba la validez de la definicion de Berlin en la infancia temprana, sobre
todo en relacién con la introduccién de la categoria de SDRA grave. En cuanto a las
herramientas clinicas y diagndsticas, incidian en el uso de la ecocardiografia en estos

pacientes y en la correcta interpretacion de los hallazgos en la radiografia de torax, con
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algunas particularidades en nifios por la presencia de timo o los antecedentes de patologia

como la broncodisplasia pulmonar.

Por otro lado, en este estudio se establecia una lista de factores de riesgo en la
infancia (Tabla 3), a los que asociaban una puntuacion que indicaba la importancia de cada

condicién como desencadenante del SDRA.

Factores de riesgo Puntuacion
Sepsis 4.4
Casi ahogamiento 39
Inmunodeficiencias congénitas 3.8
Trauma toracico 3.7
Gripe 3.4
Neumonia 3.3
Bronquiolitis 3.3
Pertussis 29
Broncodisplasia pulmonar 26
Pacientes oncolégicos 2.6
Aspiracion de leche 24
Cirugia mayor 1.7
Reflujo gastroesofagico 1.7

Tabla 3. Factores de riesgo para SDRA en la infancia temprana [34]. Se indica para cada
factor de riesgo una puntuacion que sefala su importancia como desencadenante de
SDRA.

El hallazgo histoldgico caracteristico del SDRA en humanos es el dafio alveolar
difuso (DAD) [25-27]. EI DAD se caracteriza por. i) una fase exudativa temprana
caracterizada por la acumulacion de neutréfilos en los espacios alveolar, vascular e
intersticial, conocida como alveolitis neutrofilica; ii) depodsito de membranas hialinas
compuestas de fibrina y otros desechos proteinaceos, como evidencia de que las proteinas
séricas han entrado y precipitado en los espacios aéreos, por disrupcion de la membrana
alveolo-capilar; iii) engrosamiento intersticial; y iv) formacion de microtrombos (evidencia de
dafio endotelial y activacién intraluminal de la cascada de coagulacion). Posteriormente se
produce una fase proliferativa caracterizada por hiperplasia de las células alveolares
epiteliales y fibrosis intersticial [26,28] (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplos de hallazgos histolégicos. Modificado de Thille et al. [28]

A la izquierda se muestran alveolos de apariencia normal. En el centro, un pulmén con dafio alveolar
difuso. Se observa la membrana basal del alveolo recubierta de membranas hialinas compuestas de
fibrina y otros desechos proteinaceos, asi como acumulo de neutrdfilos. A la derecha, imagen de la
fase proliferativa donde se observa la fibrosis en verde.

EPIDEMIOLOGIA DEL SDRA

El diagnéstico del SDRA se basa en una combinacion de criterios clinicos,
gasomeétricos, radiolégicos y hemodindmicos. Estos criterios comprenden un grupo
altamente heterogéneo de pacientes, ya que varios tipos de dafio pulmonar pueden llevar a
una respuesta similar. Por este motivo, los estudios de incidencia de SDRA en adultos

muestran cifras dispares.

Una revision de Villar et al. [35], que incluy6 estudios publicados tras el afio 2000
realizados en base a la definicion de SDRA de la AECC vy llevados a cabo con VM
protectora, encontré6 una incidencia entre 5-7,2 casos / 100 000 habitantes/afio [36—38],
siendo 3 de los 4 trabajos que cumplian los criterios europeos. Entre estos trabajos destaca
uno realizado en Espafia entre Noviembre de 2008 a Octubre de 2009, donde participaron
17 hospitales de 13 areas geogréficas [37], que estima una incidencia de 7,2 casos/100 000
habitantes/afio. El V1 medio usado fue 7,2 + 1,1 ml/kg en relacién al peso corporal predicho.
Entre los hallazgos de este trabajo destacaba la relacién inversa entre la razon PaO,/FiO, al

diagnostico del SDRA y la mortalidad. La mortalidad global en este estudio fue del 45,4%.

Llama la atencion que la incidencia reflejada en los trabajos Europeos es mucho
menor que la sefalada por Li et al. en Estados Unidos, tras realizar un estudio retrospectivo
a lo largo de 8 afos (2001-2008), que reflejaba una incidencia de 33,8 casos/100 000
habitantes/afios en el afio 2008 [39]. Otros trabajos en este pais han reportado incidencias

incluso mayores, hasta 58,7 casos/100 000 habitantes/afio en un estudio de Rubenfeld et al
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[40]. Estas diferencias pueden ser debidas a factores demograficos, culturales, econémicos,

asi como los distintos sistemas de salud en los distintos paises.

Recientemente, en 2016, se publicé un estudio prospectivo (“Large Observational
Study to Understand the Global Impact of Severe Acute Respiratory Failure”, LUNGSAFE),
en el que encontraban una prevalencia de SDRA leve del 30%, moderado del 46,6% y grave
del 23,4%. EI SDRA representd un 10,4% de los ingresos en Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI), y un 23,4% de los pacientes que requirieron VM. La mortalidad fue de un
34,9% en el SDRA leve, un 40,3% en el moderado y un 46,1% en el grave [33].

La incidencia del SDRA en nifios es menor que en pacientes adultos, aunque los
diferentes estudios muestran cifras dispares. Zimmerman et al. [41] estimaron en Estados
Unidos una incidencia de 9,5 casos/100 000 habitantes/afio y una mortalidad del 14%,
aunque el 72% de los pacientes de este estudio no tenian patologia previa. Un estudio
prospectivo llevado a cabo en Australia y Nueva Zelanda [42], reflejaba una incidencia de 2,9
casos/100 000 pacientes/afio. Hu et al. [43], en China, encontré que el 1,4% de los ingresos
en UCI Pediatricas cumplian criterios de SDRA, con una mortalidad elevada (44,8%), a

pesar de que el 79% no referian enfermedad previa.

En Espafa [44], en un estudio prospectivo en pacientes pediatricos sometidos a VM
con estrategia protectora, se estimé una incidencia de SDRA de 3,9 casos/100 000
habitantes/afio. Una interesante conclusion de este estudio fue la relacién entre el
[PaO,/FiO,] basal y el prondstico, encontrando el doble de mortalidad en los pacientes con
un [PaO./FiO,] basal <100 respecto a aquellos pacientes con [PaO,/FiO,] basal>100
(mortalidad del 33,7% versus 16,7% respectivamente). La mortalidad global en este estudio
fue del 27,4%, mayor que en otros trabajos, aunque los autores destacan que un mayor
porcentaje de los pacientes incluidos (65%), presentaban patologia previa. Los autores

también destacan que el uso de V1 bajo se asocié con mejor pronéstico.

En una revision sistematica en pacientes pediatricos con SDRA publicada
recientemente, se encontré una tasa de mortalidad del 24%, con un descenso de la misma a

lo largo de los altimos 20 afios [45].
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Por tanto, aunque la incidencia es ampliamente variable entre los diferentes trabajos e

indudablemente mayor en adultos, el SDRA constituye un importante problema en la practica
clinica actual, con una mortalidad nada desdefable, sobre todo teniendo en cuenta el uso

generalizado de la VM y la complejidad creciente de los pacientes que atendemos.

MECANISMOS DEL DANO PULMONAR INDUCIDO POR LA VENTILACION
MECANICA

Desde que se acuiié en 1967 el término “respirator lung”, diversas teorias ha surgido
para explicar los mecanismos causantes del dafio pulmonar asociado a la VM. Inicialmente,
el dano inducido por la VM se relacionaba unicamente con factores mecanicos como el
trauma por la presién aplicada (barotrauma) o bien con la sobredistensién alveolar
(volutrauma)(Figura 1). Sin embargo, en los ultimos afios ha surgido un tercer mecanismo,
el biotrauma, que se relaciona con la capacidad del pulmén de producir mediadores pro-

inflamatorios capaces de propagar a distancia la lesiéon pulmonar (Figura 2).

Factores mecanicos

El primer factor mecanico implicado en el dafio pulmonar asociado a la VM fue el
trauma por presion pico inspiratoria elevada, también denominado “barotrauma”, que se
refiere a la fuga aérea debida a la diferencia de presién entre el alveolo y la vaina
broncovascular adyacente [46,47]. En un trabajo de Dreyfuss et al., se demostré un aumento
de la permeabilidad capilar y edema pulmonar en ratones sanos ventilados con una presion
de 45 cm H,0 [48].

Posteriormente, se demostro que el factor determinante en el dafio pulmonar inducido
por la VM es la sobredistension pulmonar [49], que se relaciona con el uso de volimenes
pulmonares elevados mas que con el empleo de presiones pico altas. En este sentido,
Dreyfuss et al. [50], objetivaron que las ratas sometidas a ventilacion con presiones pico
elevadas pero limitando el V+ aplicado por medio de unas cinchas en su pecho y abdomen,
no desarrollaban edema pulmonar, respecto a animales ventilados sin restringir el volumen
pulmonar. Asi, sus experimentos demostraron que es el volumen (y en consecuencia el
estiramiento pulmonar), el factor clave en el dafio pulmonar, acufiando el término de

‘volutrauma” [51,52]. Diversos trabajos han objetivado que el uso de Vy elevados se
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relaciona con edema pulmonar, dafio alveolar difuso, aumento de la permeabilidad epitelial y
microvascular [46,53]. Ademas, la ventilacion con V1 bajo también produce dafio pulmonar
por multiples mecanismos, incluyendo apertura y cierre repetitivo de unidades pulmonares,

alteracion en la funcién del surfactante e hipoxia regional [49].

Por otro lado, se conoce el papel protector de la PEEP en la ventilacion mecénica.
Webb & Tierney [53], observaron que las ratas ventiladas con presiones pico elevadas y
PEEP de cero, desarrollaban hipoxemia, y el examen post mortem revel6 edema
perivascular y alveolar, hecho que no se produjo en los animales en los que se aplicaba una
PEEP de 10 cm HO.

El dafio pulmonar en el SDRA no es homogéneo, existiendo areas dafiadas que se
encuentran colapsadas de manera irreversible, &reas colapsadas que pueden ser reclutadas
mediante VM, y &reas sanas, por lo que se produce una reduccion de los volimenes
pulmonares, que se ha denominado “baby lung” [54]. Las atelectasias ciclicas, también
llamadas “atelectrauma”, se refieren al dafo derivado del colapso y posterior reexpansion
pulmonar [52]. Este tipo de dafio, se caracteriza por desprendimiento epitelial, membranas
hialinas y edema pulmonar [52]. En un estudio clasico, Mead et al. [55] observaron que las
fuerzas de estiramiento en los margenes entre regiones aireadas y atelectasiadas del
parénquima pulmonar eran hasta 4-5 veces mayores que en otras regiones pulmonares. Por
tanto, los alveolos sanos son los més vulnerables a la sobredistension, debido al fendmeno
de interdependencia, que se refiere a las fuerzas ejercidas en una region alveolar debido al

colapso de regiones adyacentes [47].
Biotrauma

Las consecuencias adversas de la VM se deben a los factores mecéanicos
comentados (volutrauma, barotrauma y atelectrauma), pero ademas, las fuerzas fisicas
descritas anteriormente pueden causar dafio alveolar difuso y disregulacion de la respuesta
inflamatoria, a través de la liberacion de mediadores intracelulares [7], bien directamente
(por dafno celular), o indirectamente (por activacion de vias de sefalizacion de células
epiteliales, endoteliales o inflamatorias). Este tipo de dafo se conoce como “biotrauma’,

gue seria por tanto una respuesta al estrés mecanico caracterizada por la liberacion de
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mediadores inflamatorios que son capaces de causar dafo al tejido pulmonar y otros

organos [46] (Figura 2).

Este concepto explicaria el por qué la mayoria de los pacientes que fallecen en el
contexto de un SDRA no lo hacen a consecuencia del fallo pulmonar sino por el desarrollo
de FMO [6,56].

Se han descrito diversos mediadores que podrian ser responsables del inicio y
propagacion del dafio pulmonar y sistémico, como las citoquinas (CQs), ademas de otros
mecanismos implicados en la propagacion del dafio, como el reclutamiento de células
inflamatorias hacia el pulmén, la descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria,

alteraciones en la apoptosis o0 en la cascada de la coagulacion.
Papel de las citoquinas en el biotrauma

Las CQs son proteinas solubles de bajo peso molecular que transmiten sefales entre
células implicadas en la respuesta inflamatoria. En el pulmoén son producidas por células
bronquiales, del epitelio alveolar, macrofagos o neutrdfilos, entre otras. El balance entre CQs
proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleuquina (IL)-1, IL-6, IL-8
y CQs antiinflamatorias, como IL-10, es esencial en la respuesta inmune. TNF-a e IL-1
inducen la activaciéon del factor nuclear kB (NF- kB), que es importante en la transcripcién de
genes implicados en la respuesta inmune innata y esta implicado en la activacion de

polimorfonucleares (PMNSs) y otras células del sistema inmune [57].

Existen trabajos que demuestran que el sobreestiramiento de las células pulmonares
ylo el reclutamiento/desreclutamiento del pulmén aumenta la concentracién de citoquinas
pulmonares [57]. Pugin et al. identificaron en experimentos in vitro que los macréfagos
pulmonares actuaban como un mecanosensor, ya que al someterlos a un estiramiento
ciclico (un aumento del diametro hasta el 7%), se producia la liberacibn de mediadores
inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-8 y metaloproteasa de matriz (MMP)-9 [58]. Las
metaloproteasas de matriz son enzimas que degradan componentes de la matriz extracelular
y membranas basales. MMP-9 es una colagenasa tipo IV producida principalmente por

neutrofilos, macrofagos y células epiteliales. Estas proteasas juegan un papel importante en
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el remodelamiento pulmonar y estan aumentadas en pacientes con SDRA. Pugin también

encontré activacion del factor de transcripcion NF-kB (implicado en la activacion de genes de
mediadores inflamatorios como IL-8 y MMP-9) [58], y que la dexametasona disminuia la

secrecion de TNF-a e IL-8 por los macréfagos y bloqueaba la activacion de NF-kB [19,58].

Varios modelos animales de dafo pulmonar inducido por la VM tanto in vivo como ex
vivo encuentran aumento de CQs como IL-1B3, IL-6, IL-8 y TNF-a [5,7,8,12,19,59-61].
Diversos trabajos han estudiado el papel de estas CQs. Por ejemplo, el tratamiento en
conejos con un antagonista recombinante del receptor de IL-1 disminuye los neutréfilos
aislados en lavado broncoalveolar (LBA) [62]. Respecto al papel del TNF-a en VILI, la
instilacion endotraqueal de anticuerpos (AC) anti-TNF- a en conejos produce un menor
recuento de neutréfilos en el LBA, mejora la oxigenacion y la complianza pulmonar vy
produce menos dafio pulmonar histologico en el grupo tratado [63]. Por otro lado, en ratones
knock out para el receptor de TNF-a, el reclutamiento de PMNs en respuesta a la ventilacion
dafiina estad atenuado [61]. Otra de las CQs que aumenta en respuesta al estiramiento
ciclico es IL-8, o bien de su equivalente en roedores, la proteina inflamatoria de macréfagos
(MIP)-2. MIP-2 actia como factor quimiotactico de leucocitos y juega un importante papel en
la patogénesis de VILI [57].

La VM dafina también puede aumentar la concentracion de CQs en pulmones
previamente sanos. En un modelo ex vivo de pulmén ventilado no perfundido, la ventilacién
con V+ elevado (15 mi/kg), produjo un aumento entre 3 (con PEEP de 10 cm H;0) y 6 veces
(con PEEP de 0 cm H,0) de la concentracion de TNF- a en el LBA. Cuando se combinaba
un V1 de 40 ml/kg con la ausencia de PEEP, se observé un efecto sinérgico, con un
aumento de la concentracion de TNF-a de 50-60 veces en el LBA. El aumento de CQs se
asocié con aumento del &cido ribonucleico mensajero (MRNA) de c-fos [7]. En la eleccion
de c-fos se tuvo en consideracion: i) es inducido de forma temprana en muchos tipos
celulares tras una gran variedad de estimulos; ii) presenta un promotor que responde al
estiramiento, que se ha usado como un marcador de transcripcién de mecano-transduccion;
iii) juega un papel importante en la transcripcion de genes relacionados con la sintesis de
CQs. La activacion de c-fos también esta implicada en la produccion de ciclooxigenasa y
expresion de la molécula de adhesion intercelular (ICAM)-1 [57]. ICAM-1 es una molécula de
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adhesion intercelular presente en las membranas de las células endoteliales, cuya expresion

es inducida por varias CQs, tras lo cual se une a receptores presentes en los leucocitos

permitiendo su migracion a través del endotelio.

El trabajo de Tremblay et al. apoya el concepto de mecanotransduccion, la
conversion de una sefial mecanica en una célula o receptor en una respuesta bioquimica o
molecular que estimularia la transcripcion génica. Se han propuesto diferentes teorias para
explicar los mecanismos de mecanotransduccion: i) cambios de conformacién en moléculas
de la membrana celular que actuarian como mecanosensores y activarian cascadas de
sistemas mensajeros; i) activacion o inactivacion de canales idnicos sensibles al
estiramiento; iii) liberacion de factores paracrinos o autocrinos [7]. En este proceso se ha
implicado la proteina kinasa activada por mitdgenos (MAPK), una ruta de transduccion de

sefales celulares de varios receptores de CQs [57].

En cuanto al papel de las CQs en estudios con pacientes, varios trabajos han
encontrado un aumento de CQs tanto en pacientes sanos sometidos a VM [64], como en
pacientes con SDRA, sobre todo en aquéllos sometidos a VM dafiina. Entre las CQs
aumentadas se encuentran TNF-a, IL-r@, IL-6, IL-8, IL;-RA [15]. Este aumento de CQs

proinflamatorias se asocia con mayor gravedad del dafio pulmonar y peor prondstico [56].

Reclutamiento de neutréfilos al pulmon

El reclutamiento de neutrdfilos hacia el pulmén se ha implicado en la fisiopatologia del
dafio pulmonar. La VM en un modelo de ratén de dafio pulmonar ocasioné un aumento en
los neutrdéfilos en el espacio alveolar [61]. Esto contrasta con los resultados obtenidos de
animales deplecionados de neutrofilos, que presentaban mayor PaO, y mostraban un menor
aumento de IL-8, sugiriendo que los mediadores liberados por los neutroéfilos son claves el
dafio inducido por la VM [65]. La activacion de los neutréfilos ocurre generalmente en el
espacio alveolar después de la migracion, y esta mediada por la interaccion del ligando del
receptor de quimioquinas CXC 2 en tejido pulmonar y su receptor en neutrofilos [66].
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Translocacion y descompartimentalizacion

Uno de los mecanismos implicados en la propagacion del dafio consecuencia de la
VM dafiina, es que las CQs encontradas en el LBA no se restringen al pulmoén y pueden
alcanzar la circulacién sistémica. Por ejemplo, en un modelo de ratén aislado perfundido y
ventilado, sometido a hiperventilacion, se producia un aumento de CQs en el liquido de
perfusién pulmonar [67]. Otro grupo encontré que aplicando una PEEP de 0 cm H,O con un
V+ moderado (16 ml/kg) en un modelo de dafio pulmonar de aspiracion de acido en rata, se
producia un aumento en suero de TNF-a y MIP-2. Cuando usando el mismo Vt se afiadia
una PEEP de 5 cm H;O, no habia aumento significativo de TNF-a [8]. Haitsma et al.
demostraron en animales sanos ventilados sin PEEP, que la instilacion endotraqueal de
lipopolisacarido (LPS) para inducir la produccion de TNF-a a nivel local, elevaba las
concentraciones séricas de TNF-a y de forma contraria, la administracién intraperitoneal de
LPS, producia un aumento de TNF-a a nivel pulmonar en LBA [60]. Se piensa que la
liberacion de CQs a la circulacion sistémica se debe a la pérdida de integridad de la
membrana plasmatica de las células alveolares y el aumento de la permeabilidad alveolo-
capilar debida a la VM [51].

Otro mecanismo por el cual la VM podria producir consecuencias sistémicas seria por
medio de la translocacién de bacterias o endotoxinas de los pulmones a la circulacién
sistémica. En este sentido, un trabajo demostré que la VM con presion pico inspiratoria (PIP)
de 30 cm H,O sin PEEP (30/0) en ratas a las que se habia instilado bacterias via
intratraqueal, producia mas bacteriemia en este grupo respecto a los grupos ventilados con
PIP/PEEP de 13/0, 13/3 y 30/10 [68], por lo que la adiccion de PEEP se asociaba con
descenso de la incidencia de bacteriemia. De manera similar, en otro trabajo, una estrategia
protectora de VM minimizaba la translocacion de endotoxina a la circulacién sistémica en un

modelo de conejo al que se instilaba endotoxina via intratraqueal [69].

Estos datos sugieren un mecanismo (liberacion de CQs y/o mediadores inflamatorios
a la circulacion sistémica) por el cual la VM podria tener consecuencias sistémicas y llevar al
desarrollo de FMO.
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Apoptosis

La apoptosis 0 muerte programada celular también juega un importante papel en el
dafo pulmonar y sistémico asociado a la VM. En un modelo de dafio pulmonar mediante
aspiracion de acido clorhidrico en conejos, se demostraba que una estrategia de VM dafiina
inducia la apoptosis de células epiteliales renales. En este mismo trabajo, células renales
cultivadas incubadas con plasma procedente de los animales del grupo ventilado con
parametros dafinos, sufrian mas apoptosis respecto a los controles. El tratamiento con
Fas:lg, una proteina que bloguea el ligando soluble de Fas (sFas-L), atenuaba dicha
induccion de la apoptosis in vitro. Finalmente, para demostrar la implicacion clinica de estos
hallazgos, analizaron los niveles de sFas-L en pacientes con SDRA ventilados con una
estrategia protectora respecto a una convencional, objetivando menores niveles de sFas-L
en aquellos pacientes ventilados con una estrategia estandar (V1 11 ml/kg y PEEP 6,5 cm
H,0O). Ademas, encontraron correlacion entre los cambios en los niveles de sFas-L y los

cambios en la creatinina plasmatica [10].

El sistema Fas-ligando de Fas se compone del receptor de membrana Fas (CD95),
que pertenece a la familiar de proteinas del TNF-a, y su ligando Fas. El ligando de Fas
puede estar unido a la membrana o soluble en plasma (sFas-L). Este sistema esta implicado
en la apoptosis de las células epiteliales renales, células epiteliales pulmonares,

endotoxinemia y coagulacion intravascular diseminada (CID) [10].

Por otro lado, parece que la apoptosis de los leucocitos estd disminuida en la lesion
pulmonar aguda, al contrario de lo que ocurre en las células pulmonares epiteliales y otros
organos donde como se ha comentado esta aumentada [57]. La incubacion de PMNs en
LBA procedente de pulmones de pacientes con SDRA induce un retraso en la apoptosis de
los mismos. Esta inhibicién parece estar mediada por CQs proinflamatorias como IL-8 e IL-2
y factor estimulante de colonias de granulocitos y granulocitos-macrofagos (G-CSF y GM-
CSF). Ademas, los niveles de sFas-L estan mas elevados en el LBA de pacientes que
fallecieron tras un SDRA respecto a los pacientes que sobrevivieron [70]. En relacion a esto,

Fas, el ligando de Fas y la caspasa-3 estan aumentados en la pared alveolar de pacientes
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gue fallecen tras SDRA, y la infusién de sFas-L recombinante en estudios experimentales

produce dafo alveolar y apoptosis [71].
Papel del surfactante pulmonar

La funcion del surfactante pulmonar también es clave en la fisiopatologia del dafio
pulmonar inducido por la VM. El surfactante pulmonar esta compuesto principalmente de
lipidos (90%) y proteinas (10%). Su funcién es proporcionar una tensién de superficie entre
la interfaz liquido-aire de los alveolos y contribuir a la inmunidad innata actuando como
colectinas, sustancias que aglutinan microorganismos Yy facilitan su fagocitosis. Ademas, es
importante en la remodelacion pulmonar tras una infeccién y contribuye al aclaramiento
mucociliar [1]. También esta implicado en la regulacion de la apoptosis de los fibroblastos

pulmonares y las células epiteliales tipo Il [72].

Entre los mecanismos de disfuncion del surfactante en el contexto del dafio pulmonar
inducido por la VM estan: i) la dilucion del surfactante por el edema; ii) el dafio a las células
epiteliales tipo II; iii) la fuga de surfactante del compartimento alveolar al vascular; iv) el
cambio de la composicion del surfactante con la consiguiente disfuncién del mismo en
respuesta a la inflamacién, mediado por CQs como TNF-a o IL-1; v) la nitracién de
componentes del surfactante como la proteina A. Pero a su vez, el surfactante puede

modular la secrecién de CQs y la actividad de células implicadas en la cascada inflamatoria

[1].

Ademas, el LBA obtenido de pacientes adultos con SDRA tiene menos lipidos y
proteinas y esta alterada su capacidad de proporcionar una tensién superficial adecuada en

comparacion con pacientes sanos [1].

En cuanto al uso terapéutico del surfactante, el tratamiento con surfactante exdgeno
en adultos no reduce la mortalidad o los dias de VM aunque mejora la oxigenacion [73]. Al
contrario que en adultos, el tratamiento con surfactante exdgeno en nifios con SDRA mejora

la oxigenacién y reduce la mortalidad [74].
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Alteraciones en la cascada de la coagulacion

Existe evidencia de que la VM puede causar y/o empeorar la coagulopatia pulmonar.
Las CQs proinflamatorias pueden activar la coagulacion a través del factor tisular e inhibir el
sistema fibrinolitico estimulando la liberacion de inhibidores del activador del pasminégeno
(PAI). En un estudio, la VM con V+ elevado atenud la actividad fibrinolitica en ratas a las que
se les instilo fibrindbgeno y trombina en los pulmones, debido a la produccion local de PAI-1
[75]. En un estudio en pacientes con ALI, se observaron que los niveles bajos de proteina C
y niveles de PAI-1 aumentados eran factores de riesgo independientes para eventos
adversos y mortalidad [76]. Sin embargo, en otro estudio, el tratamiento con proteina C
activada no mejoraba el prondstico de los pacientes con ALI [77]. Ademas, el aumento de
PAI-1 en plasma en adultos y nifios con SDRA se ha asociado con una mayor mortalidad y

menos dias libres de VM [1].
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Figura 2. Mecanismos implicados en el dafio pulmonar y sistémico inducido por la VM.

Modificado de Slutsky et al.[49]

En la parte superior izquierda (A), se muestra una imagen de una TC y de un pulmén con areas de colapso
alveolar donde se aprecia la heterogeneidad pulmonar cuando se ventila con V; bajo y/o sin PEEP
(atelectrauma). En la parte superior derecha (B), se observa la sobredistension pulmonar, consecuencia de la
VM con V; elevado, que puede ocasionar fugas aéreas. En la parte central de la imagen (C), se muestran las
consecuencias estructurales de estos factores mecanicos, como son el desprendimiento del epitelio alveolar y
el depésito de detritus celulares y material proteinaceo con la formacién de membranas hialinas, el aumento de
la permeabilidad alveolo-capilar, el edema pulmonar vy las alteraciones en el surfactante. Mas abajo, se
observan las consecuencias biologicas derivadas del dafio mecanico, como la liberacion de mediadores
inflamatorios y el reclutamiento de células inflamatorias. Finalmente, por el aumento de la permeabilidad
alveolo-capilar, se produce la translocacion de mediadores, endotoxinas y bacterias a la circulacion sistémica,
lo que puede derivar en FMO y muerte.
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DISFUNCION MULTIORGANICA ASOCIADA AL DANO PULMONAR INDUCIDO

POR LA VENTILACION MECANICA. PAPEL DEL ESTRES NITROOXIDATIVO

La ventilacion mecéanica dafina no solo produce dafio pulmonar, sino que también
tiene consecuencias sistémicas, y puede producir disfuncién vascular. En el estudio
realizado por “The Acute Respiratory Distress Syndrome Network”, se vio que los pacientes

ventilados con a estrategia protectora tenian una menor duracion del shock y el FMO [4].

Entre los mecanismos implicados en el FMO inducido por VILI, se han propuesto
varias hipdtesis. Una de ellas es la alteracion de la barrera alveolo- capilar vy
descompartimentalizacion de la respuesta inflamatoria. En el trabajo de Guery et al., se
observé un aumento de la permeabilidad intestinal ocasionado por la VM con V+ elevado,
con un aumento sérico de TNF-a [14]. Otro mecanismo implicado es la apoptosis / necrosis.
En un modelo de VILI por aspiracion &cida (vide supra), se objetivd un aumento de la
apoptosis en rifiones, intestino e higado, en los animales ventilados con la estrategia dafiina
[10]. Otra hipédtesis que ha sido explorada previamente en varios trabajos es la alteracion

vascular asociada a VILI [5,11-13].

Nuestra hipétesis principal es que el dafio pulmonar asociado a la VM se asocia a una

alteracion en la funcion vascular que puede tener como consecuencia el FMO.

A continuacion se comentan algunos aspectos relativos a la disfuncién vascular, como
son el papel que juega en su fisiopatologia el endotelio, y la importancia del estrés nitro-

oxidativo en el dafio sistémico asociado a VILI.
Papel del endotelio en la disfuncién vascular

El endotelio es la capa interna que recubre los vasos sanguineos, compuesta de una
capa simple de células escamosas. Las células endoteliales son fundamentales en la
regulacion del tono vasomotor. Por otro lado, el endotelio tiene una funcion
trombomoduladora, antiagregante plaquetaria, sintetiza moléculas importantes en la
adhesion y permeabilidad del endotelio a las células infamatorias, y la sintesis de moléculas

proinflamatorias como diversas CQs [78].
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El endotelio regula el tono vasomotor a través de la produccion de mediadores como

el 6xido nitrico, prostanoides y endotelina.

El 6xido nitrico es un gas capaz de difundir facilmente a través de membranas
biologicas. Se forma por la conversion enzimatica del aminoacido L-arginina en L-citrulina
mediante la accion de las sintasas de oxido nitrico (NOS), proceso en el cual actia como
cofactor nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH). La produccion de NO en
células endoteliales ocurre de manera constitutiva en respuesta a estimulos fisicos, tales
como la tension que ejerce el flujo sanguineo sobre la pared vascular (tension de friccion o
“shear stress”), esencial para la regulacion del flujo y la presiéon sanguinea, y de manera
inducible por estimulos inflamatorios. Por tanto, existen tres isoformas de NOS, dos
constitutivas, una descubierta en endotelio vascular (eNOS) y la isoforma neuronal (hNOS),
y una inducible por estimulos inmunoldgicos, infecciosos, inflamatorios o LPS, conocida

como iNOS. La iNOS es inhibida por glucocorticoides [79].

El NO producido por el endotelio o las plaguetas actia como antiagregante
plaquetario, inhibe la adhesion de los leucocitos y modula la proliferacion de células
musculares lisas. La funcion vasodilatadora y antiagregante plaquetaria del NO se lleva a
cabo mediante la activacién de la guanilato ciclasa que produce una elevacion de guanosin
monofosfato ciclico (GMPc). El NO sintetizado en neuronas del sistema nervioso central
puede ser liberado por el sistema nervioso periférico donde tiene un papel en la
vasodilatacién neurogénica. Ademas, el NO esta implicado en las reacciones inmunoldgicas,
siendo téxico para los microorganismos tras ser liberado por macréfagos activados. Las
acciones citostéaticas/citotoxicas del NO se deben a la inhibicion de enzimas llave de la
cadena respiratoria y de la sintesis del acido desoxirribonucléico (ADN) en las células diana
[79]. Finalmente, el NO puede reaccionar con radicales libres derivados del oxigeno como el
anion superoéxido (O, *) para formar sustancias toxicas como el peroxinitrito (OONQO), el cual

nitra residuos de tirosina de las proteinas formando nitrotirosina [80].

Por otro lado, como se ha comentado, el endotelio también sintetiza endotelina, cuya
forma mas estudiada, la endotelina 1 (ET-1), es un potente vasoconstrictor, con accion

proinflamatoria y estimulante del crecimiento del musculo liso, mediante su unién al receptor
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ET-A. El receptor de endotelina ET-B produce liberacion de 6xido nitrico y prostaciclina
[78,81].

Finalmente, el endotelio también produce prostanoides, como las prostaglandinas
(PGs), sustancias que se sintetizan a partir de los fosfolipidos de la membrana celular por
accion de la ciclooxigenasa (COX). Entre las mas importantes destacan las prostaciclinas
(PGI), que producen vasodilatacion e inhibicidn de la agregacién plaquetaria, y el tromboxano
A2 (TXA), que actia como vasoconstrictor y facilita la agregacion plaquetaria. Existen 2
formas de COX, la constitutiva (COX-1) y la inducible por estimulos inflamatorios (COX-2).

La expresion de COX-2 es inhibida por los glucocorticoides [78,81].

La disfuncion endotelial se define como la pérdida de la funcion reguladora del
endotelio. Entre los mecanismos implicados, estaria una reduccion del NO endotelial, lo cual
lleva a una menor vasodilatacion dependiente del endotelio. Esta disminucién del NO se
produce por una menor expresion de la eNOS o por alteracion en los sustratos o cofactores
de la NOS como L-arginina o tetrahidrobiopterina (BH4). Sin embargo, el mecanismo
predominante en la disfuncion endotelial es el aumento de especies reactivas del oxigeno,
como el anion superoéxido, y su interaccién con el NO, con la formacién de peroxinitrito y

otras especies reactivas del oxigeno, lo que se conoce como estrés nitro-oxidativo [80,81].
Estrés nitro-oxidativo

Los radicales libres son moléculas inestables y altamente reactivas al poseer un
electron impar, ya que tratan de completar sus electrones tomandolos de moléculas

estables, que al perder uno de sus electrones se vuelven radicales libres.

Los oxidantes y radicales libres pertenecen a 2 familias llamadas especies reactivas
del oxigeno (ERO), cuyo origen es el anion superoxido, y especies reactivas derivadas del
nitrogeno (ERN), formadas a partir del NO.

Especies reactivas derivadas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno, el peréxido de hidréogeno (H20;), y el anidn
super6xido son generadas por el metabolismo celular. El O,™* se forma a partir del oxigeno

(O2) por la reduccion de un electrén en la cadena respiratoria mitocondrial, asi como por la
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actividad enzimética de la NADPH oxidasa y xantina oxidasa. El H,O, se forma a partir del
O, * por la enzima superéxido dismutasa (SOD), tras lo cual puede ser detoxificado a agua
(H20) por la enzima catalasa, o bien dar lugar al potente oxidante radical hidréxilo (OH®)
[Figura 2] [80]. El estrés oxidativo ocurre cuando la capacidad de defensa, consistente en
pequefias moléculas de antioxidantes y enzimas cooperadoras redox, se ve superada
debido a la produccion excesiva de EROs. Las ERO no neutralizadas por las defensas
antioxidantes actian como segundos mensajeros capaces de modular sefales de
transduccion y transcripcidon de genes, alterando el metabolismo celular y produciendo
disfuncion mitocondrial que conducen a un fallo energético celular. Existe evidencia de la
estimulacién por EROs de vias de sefializacion donde estan implicadas la activacion de

factores reguladores de la transcripcion como NF-kB [82].
Especies reactivas derivadas del nitrégeno

El peroxinitrito se forma mediante la reaccion de 2 radicales libres, el O, y el NO®,
lo cual es relevante en situaciones con exceso de NO debido a la induccion de la iNOS,
como por ejemplo la sepsis. EI ONOO™ estd en equilibrio con el &cido peroxinitroso
(ONOOH). En condiciones normales, el peroxinitrito puede ser detoxificado a nitrito (NO?%)
mediante la actividad de enzimas antioxidantes como glutatibn peroxidasa y algunas
selenoproteinas. Cuando existe una mayor formacion de peroxinitrito en condiciones
patoldgicas, el ONOO™ y el ONOOH pueden activar directamente reacciones de oxidacion en
metaloproteinas y grupos sulfhidrilo (-SH) de proteinas como el glutation. Ademas, el ONOO"
y el ONOOH pueden formar radicales libres secundarios, mediante la reaccion del ONOO’
con diéxido de carbono (CO,), formando radicales carbonato (COs*) y didéxido de nitrégeno
(NO.*), o mediante la fisibn del ONOOH que genera OH® y NO,* (Figura 2) [80].

Estos radicales median las reacciones indirectas del peroxinitrito, que incluyen la
oxidacion de grupos sulfhidrilo, peroxidacion lipidica, oxidacion de acidos nucleicos y
nitracion de residuos de tirosina. Las reacciones directas e indirectas iniciadas por ONOO"
/ONOOH producen: activacién/inactivaciéon de diversas enzimas, inhibicion de bombas de

membrana, alteracion en la estructura proteica, deplecion de glutatidon, alteracion de la
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sefalizacion tisular, roturas de la cadena del ADN y activacion de poli-adenosina difosfato
(ADP)-ribosa polimerasa (PARP) [80].

Efectos bioldgicos del peroxinitrito

La formacion de peroxinitrito estd implicada en multiples procesos patolégicos [83]:
enfermedades cardiovasculares, como el infarto de miocardio, aterosclerosis, hipertension,
el shock cardiogénico o la insuficiencia cardiaca cronica; isquemia cerebral, esclerosis
multiple y enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer; enfermedades
inflamatorias como la artritis o la enfermedad inflamatoria intestinal; diabetes tipo I;
enfermedades pulmonares como el SDRA [84]. A continuacion se describen los mecanismos
relacionados con los efectos patoldgicos del peroxinitrito [80].

Nitracion de residuos de tirosina

La nitracion de residuos de tirosina en proteinas es un aspecto esencial de los efectos
del peroxinitito con multiples consecuencias bioldgicas. Ocurre mediante la interaccion del
radical NO,* con el radical tirosilo, para producir 3-nitrotirosina, que se usa como marcador
de la generacion de peroxinitrito. La nitracién de residuos de tirosina se ve facilitada en
ambiente hidrofobico, por lo que suele afectar a membranas celulares. Los efectos
biolégicos que produce la nitracion de residuos de tirosina son la pérdida de funcién de las
proteinas, alteraciones en las cascadas de transduccion celular y la formacion de nuevos

epitopos antigénicos que pueden conducir a procesos autoinmunes [80,85].

Nitracion y oxidacion de lipidos vy acidos nucleicos

La peroxidacion lipidica ocurre mediante la accién de los radicales libres OH®y NO,°,
produciendo una alteracion en la integridad y permeabilidad de membranas celulares. La
nitracion de lipidos los convierte en moléculas que activan vias de sefalizacion
antiinflamatoria mediante la infrarregulaciéon de NF-kB y la estimulacion de genes regulados

por receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR-y) [80].

Los acidos nucleicos, sobre todo el nucleétido guanina, son vulnerables a la oxidacion

y nitracién por los radicales libres NO,®* y CO3*, lo que conlleva la escision del ADN, que
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provoca la activacion de PARP y la consecuente alteracion del metabolismo energético con

efecto citotoxico [80,83].

Reactive Nifrogen Species Reactive Oxvgen Species
NO synthases (NOS) Mitochondrial respiratory chain
eNOS, nNOS, INOS NADPH oxidase
Xanthine oxidase
Metalloproteins » Direct oxidations ¢ N SODs catalase
SH-proteins (non radical-mediated) NO 0;- > H,0, > H,0
V Fel*
r
Enzyme inactivation/activation _ OH-
Membrane pump inhibition ONOOH «—ONOO-
Structural protein disorganization
T Glutathione depletion GPx
Disturbed cell signaling L /\( 0, selenoproteins
Lipid peroxidation-nitration °
DNA strand breaks and PARP activation OH: CO;-
NOy NO, NOy
SH-proteins I \
Lipids
DNA # Indirect oxidations Detoxication
Tyrosine residues (radical-mediated)
4 » Nitration

Figura 3. Mecanismos de citotoxicidad derivados del peroxinitrito. Modificado de

Liaudet et al. [80]. EI NO y el O, pueden reaccionar formando peroxinitrito (ONOO). En condiciones de
exceso de produccion EROs y ERNs, el aumento en la produccion de ONOO™ excede la capacidad
detoxificadora, y se producen diversos efectos patoldgicos, bien de forma directa por oxidacidon de distintas
proteinas, o bien de forma indirecta, por la generacion de otros radicales libres que producen reacciones de
oxidacion y nitracion de proteinas. Esto conlleva la activacién/inactivacion activacién/inactivacion de diversas
enzimas, inhibici6n de bombas de membrana, alteracién en la estructura proteica, deplecion de glutation,
alteracion de la sefalizacion tisular, roturas de la cadena del ADN y activacion de PARP.

Disfuncién mitocondrial, del metabolismo energético e induccién de la muerte celular

La mitocondria genera tanto O,* como NO® lo que favorece la formacién de
peroxinitrito, lo que genera el estrés nitro-oxidativo. El peroxinitrito inactiva enzimas
antioxidantes como manganeso SOD (MnSOD), o enzimas llave en el metabolismo como la
creatin kinasa y complejos enzimaticos de la cadena respiratoria, produciendo un fallo del
metabolismo energético. Ademas, el peroxinitrito activa la peroxidacion de fosfolipidos
mitocondriales, induce la sobrecarga de calcio intramitocondrial y modifica componentes
proteicos de la membrana mitocondrial que inducen la apoptosis y/o necrosis celular por

aumento de la permeabilidad [80,86].
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El dafio del ADN también estéa implicado en el fallo energético mediante la activacion

de PARP-1, una enzima que se activa en respuesta a la rotura de la cadena de ADN. Esta
enzima escinde nicotinamida adenina dinucleétido oxidada (NADY), lo que favorece la
reparacion del ADN. Sin embargo, en situaciones de dafio extenso del ADN, la sobre
activacién de PARP-1 produce deplecién de NAD" y depdsitos de adenosin trifosfato (ATP),

lo que conlleva necrosis celular [83].

Modulacion del proceso de serializacion celular

El peroxinitrito puede producir cambios en el proceso de transduccion celular por
varios mecanismos. Por un lado, como se ha comentado anteriormente, mediante la
nitracion de residuos de tirosina con activacion o inhibicién de vias de sefializacion celular.
Por otro lado, el peroxinitrito puede interferir en varias vias de sefalizacion implicadas en el
proceso inflamatorio, mediante la modulacién del NF-kB, que regula la transcripcion de
genes implicados en la produccion de diversas CQs y moléculas de adhesion fundamentales
en la inflamacion. Ademas, el peroxinitrito, mediante sus efectos sobre PARP-1, puede

activar varias vias de sefalizacion proinflamatorias [80,85].

Efectos del peroxinitrito en la disfunciéon vascular y sistémica

Se ha detectado nitrotirosina en higado, pulmon, rifién e intestino de varios modelos
animales de sepsis. Entre los mecanismos implicados en la disfuncion contréctil durante el
shock séptico, el papel del peroxinitrito es crucial [80]. En relacion a esto, en un modelo de
sepsis en ratas la disfuncién contractil observada ex vivo en vasos aodrticos y mesentéricos
se atenuaba mediante el catalizador de la descomposicion del peroxinitrito, manganeso
tetrakis (4-N-metilpiridil) porfirina (MNTMPyP). Ademas, en los vasos estudiados estaba

aumentada la expresion de iNOS, la formacion de ERO y se detectd nitrotirosina [87].

La principal caracteristica de la disfuncién endotelial es el aumento de EROs, como
el O,°, y su interaccién el NO, con la formacién de peroxinitrito. Ademas, el peroxinitrito
puede alterar la funcion endotelial mediante la nitracion e inactivacion de la enzima PGI2
sintasa, que conlleva la reduccion de prostaciclina y activacion del receptor del TXA2 que

produce vasoconstriccién. Finalmente, la activacion de PARP por el peroxinitrito interviene
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en dicha disfuncion, ya que en modelos in vivo de shock la disfuncién endotelial se corrige

con inhibidores farmacoldgicos de PARP o su delecion genética [80].

En relacion al papel de la formacion de peroxinitrito en el SDRA, se han encontrado
niveles elevados de nitrotirosina en suero, LBA y tejido pulmonar en pacientes con SDRA,
asi como productos derivados del NO en LBA, lo que indica que el estrés nitro-oxidativo es
un factor importante en la patogénesis de la lesion pulmonar [83,84].

Para terminar, el peroxinitrito tiene un papel importante en la fisiopatologia del fallo
multiorgénico, lo cual se ha evidenciado mediante: 1) La activacion de la MAP kinasa JNK
en modelos de shock séptico; 2) El uso de inhibidores de INOS, SOD miméticos o
inhibidores de NADPH oxidasa que protegen frente al FMO; 3) La inhibicion de PARP mejora
la disfunciéon organica durante el shock; 4) Los catalizadores de la descomposicion del
peroxinitrito son Gtiles en el FMO [80,83]. En este sentido, en un modelo de shock inducido
por LPS, la administracion de catalizadores de la descomposicion de peroxinitrito, disminuyo
el dafio renal y hepatico, asi como la disfuncién endotelial y contractil asociadas al shock
[88]. En otro modelo que estudiaba el dafio intestinal asociado al shock séptico, se observo
una atenuacién del aumento de permeabilidad vascular, dafio epitelial intestinal e infiltracion
de neutrdfilos, en los animales tratados con catalizadores del peroxinitrito [89]. En un modelo
de VILI y administracion de LPS en ratas, el uso de un catalizador del peroxinitrito redujo el

dafio pulmonar y renal, asi como la disfuncion endotelial en arterias renales [90].

Uno de los objetivos de este trabajo, fue valorar si la disfuncién vascular asociada al
dafio pulmonar inducido por la VM se debia a un aumento del estrés-nitrooxidativo, mediante
la valoracion del efecto de los inhibidores del estrés nitro-oxidativo y catalizadores de la

descomposicion del peroxinitrito sobre las alteraciones en la funcién vascular.
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Disfuncion vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la

ventilaciobn mecanica

La disfuncién vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la VM, se caracteriza
por hipotension, hiperpermeabilidad vascular y alteracion en la respuesta a sustancias
vasoconstrictoras y vasodilatadoras [5,11-13].

En relacion a esto, Nin et al. [13], en un modelo murino de dafio pulmonar inducido
por la VM, demostré disfuncion vascular en la aorta toracica in vivo, ya que las ratas del
grupo ventilado con V1 elevado presentaron un descenso no significativo en la presion
arterial media, peor oxigenacion y mayor acidosis metabdlica que el grupo control, y ex vivo,
en los anillos de aorta toracica, se objetivd disminucién de la respuesta contractil a
norepinefrina (NE), asi como disfuncién en la relajaciéon en respuesta acetilcolina (Ach) y
nitroprusiato sédico. En los pulmones del grupo ventilado con V1 elevado se objetivé dafio
alveolar difuso. Estos autores resaltan el hecho de que el dafio pulmonar y vascular en los
animales sometidos a ventilacion mecanica con V1 elevado se asocia a pequefios cambios
en las presiones en la via aérea y en la mecénica respiratoria. Las hipétesis que proponen
sobre el mecanismo responsable de la disfuncion vascular, son la disfuncién del musculo
liso, o bien una menor disponibilidad de NO debida a una disminucion de su vida media en

un ambiente oxidativo.

En otro trabajo de los mismos autores [5] con un modelo similar, encontraron que las
ratas que fueron sometidas a parametros dafiinos sufrian hipotension, y ex vivo, disfuncion
en la relajacion y la contraccion en respuesta a Ach y NE respectivamente, tanto en vasos
pulmonares como adrticos. Ademas, encontraron una correlacion entre la presion arterial
media (PAM) y los niveles de IL-6 en el LBA, lo que sugiere un papel de las CQs en el dafio
vascular en este modelo. Otro hallazgo importante en este trabajo, es que la disfuncion
vascular se revirtid en los anillos adrticos al cabo de 168 horas y 72 horas en los vasos

pulmonares.

Entre los mecanismos que se han implicado en la disfuncién vascular inducida por la

VM, juega un importante papel el aumento en el estrés nitro-oxidativo.
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En este sentido, Martinez-Caro et al. [16], han estudiado los mecanismos de la

disfuncion vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la VM. Se ventilaron ratas con
Vr bajo (9 ml/kg con PEEP de 5 cm H,0) o elevado (35 ml/kg sin PEEP) durante 60 minutos,
y posteriormente se estudio ex vivo la funcion vascular en anillos de aorta obtenidos de los
animales ventilados. Tras incubar los anillos con diferentes atrapadores de radicales libres y
peroxinitrito, como superoxido dismutasa, el tempol y metaloporfirina, se analizaba la curva
dosis-respuesta de relajacion y contraccion, con Ach y NE respectivamente. Los principales
hallazgos de este trabajo fueron que la alteracion en la respuesta vasoconstrictora y
vasodilatadora inducida por la ventilacion con Vr elevado se corrigi6 mediante la
administracion de atrapadores de radicales superoxido y peroxinitrito (tempol y
metaloporfirina). Ademas, los anillos vasculares de animales ventilados con Vt elevado,
mostraron fluorescencia positiva para anion superoxido y peroxinitrito, lo que sugiere la
importancia de estos radicales en la fisiopatologia de la disfuncién vascular inducida por la

ventilacion mecanica con V+ elevado.

En otro trabajo de esta autora [18], se estudia el papel del peroxinitrito en la disfuncion
vascular y pulmonar inducida por la VM. En un modelo in vivo de dafio pulmonar se estudi
el efecto de administrar 3-aminobenzamida (3-AB) un inhibidor de la PARP, una enzima
activada por peroxinitrito, y metaloporfirina, un catalizador de la descomposicion del
peroxinitrito. En VILI, la inhibicion de PARP se ha asociado con menor inflamacion pulmonar
y mejoria de la funcién pulmonar en animales sometidos a ventilacién dafiina. Sin embargo,
estos estudios no evidencian el papel del aumento de formacién de peroxinitrito en la

patogénesis de VILI, ni estudian el efecto de inhibir la accién del peroxinitrito.

Los principales hallazgos de este trabajo fueron que el tratamiento con un inhibidor de
PARP (3AB), o un catalizador de la descomposicion del peroxinitrito (MnTMPyP), atenuaron
la disfuncién pulmonar y cardiovascular inducida por la VM dafiina, disminuyendo el estrés
oxidativo tisular y la nitracion de proteinas. El estrés oxidativo se evidencid mediante la
reactividad a dihidroetidio (DHE) y la nitracion de proteinas por la deteccidon de 3 nitrotirosina
en pulmon y tejido adrtico. Ademas, el tratamiento disminuyo la expresion de NOS1, NOS2 y

NOS3 en pulmén y NOSL1 en tejido vascular, y atenud los cambios histolégicos en el grupo
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ventilado con Vt elevado. Todo ello indica que el aumento en la formaciéon de peroxinitrito

esta implicado en el dafio pulmonar inducido por la VM y en la disfuncién vascular [18].

En resumen, existe evidencia del papel del estrés nitro-oxidativo en la fisiopatologia del
dafio pulmonar y sistémico inducido por la VM. Ademas, el tratamiento con atrapadores de
radicales libres y peroxinitrito, mejoran tanto el dafio pulmonar, como las alteraciones a
distancia, en concreto el dafio vascular asociado a VILI [16,18,84,90-92]. Sin embargo, no

se ha demostrado que el estrés oxidativo pulmonar y el dafio sistémico estén relacionados.

El objetivo principal de este trabajo, mediante la realizacion de un bioensayo, fue
demostrar que el dafio pulmonar inducido por la VM se asocié con una alteracion en la
funcion vascular. Por otro lado, mediante el efecto de los farmacos inhibidores del estrés
nitro-oxidativo sobre la funcion vascular, se estudio el papel el estrés nitro-oxidativo en la

fisiopatologia del dafio vascular inducido por la VM.

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN EL SINDROME DE DISTRES
RESPIRATORIO AGUDO

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento de la fisiopatologia del
SDRA y se han ensayado diversos tratamientos experimentales que han mostrado mejoria
significativa en los parametros respiratorios, de oxigenacidén o escalas histologicas de dafio
pulmonar. Sin embargo, hasta la fecha el Unico tratamiento que ha demostrado disminuir la

mortalidad en estos pacientes, es el uso de Vy bajos durante la VM [93].

Estrategias y modalidades de ventilacién mecéanica

El estudio de la ADRS Network publicado en el afio 2000 supuso un punto y aparte en
el tratamiento de los pacientes con SDRA. Se compararon 2 estrategias de VM: Vt de 12
mi/kg y V1 de 6 ml/kg, objetivAndose un descenso de la mortalidad del 39,8% en el grupo
ventilado con V+ elevado, al 31% en el grupo ventilado con Vt bajo. Ademas, la duracion de
la VM y el FMO fue significativamente menor en los pacientes del grupo tratado con Vt bajo.
En este grupo de pacientes se observé una menor concentracion de IL-6 plasmatica al tercer
dia de estudio [4].
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Una revision de la Cochrane en 2013 alcanza la misma conclusion: la ventilacion

protectora reduce la mortalidad a los 28 dias, con un riesgo relativo (RR) de 0,74 (Intervalo
de confianza [IC] del 95% 0,61 to 0,88) [93].

El uso de la PEEP se basa en el hecho de que mantener un cierto nivel de presion
positiva en el alveolo durante el ciclo respiratorio impide su colapso durante la fase
espiratoria, evitando la aparicién de atelectasias y la hipoxemia debida a la hipoventilacion
alveolar. Los efectos beneficiosos de la PEEP se relacionan con un aumento en la
capacidad residual funcional, el reclutamiento alveolar, la redistribucién del agua pulmonar
extravascular, y la mejoria de la relacion ventilacion- perfusion. Pero el uso de la PEEP
también produce efectos adversos, como el riesgo de barotrauma, el descenso del gasto
cardiaco o la translocacion bacteriana. En el contexto del SDRA, el beneficio de la PEEP
estaria relacionado con el reclutamiento alveolar que evitaria el dafio por el colapso y

reapertura ciclico de los alveolos.

En cuanto a los trabajos que comparan el uso de PEEP elevada versus baja en el
SDRA, la revision sistematica de Briel et al. en 2010 encontr6 que la VM con PEEP elevada
se asoci6 con una reduccion absoluta del 5% en la mortalidad en pacientes con una relacion
PaO,/FiO, menor de 200 mm Hg [94]. Sin embargo, otra revision sisteméatica que analiza
diversos estudios que combinan el uso de V1 bajo con PEEP elevada, no observa una
reduccion en la mortalidad de los pacientes con SDRA en el grupo tratado con PEEP
elevada, aunque si refiere una mejoria en la oxigenacion en estos pacientes. Los autores
destacan que las conclusiones pueden estar influenciadas por la heterogeneidad existente
entre los distintos trabajos en cuanto a la eleccion del nivel de PEEP 6ptimo en el grupo de

intervencion [95].

En el momento actual, ninguna de las modalidades habituales de VM (ventilacién
controlada por volumen o por presidon), ha demostrado un beneficio adicional en los
pacientes con SDRA [96]. Respecto a la ventilacion de alta frecuencia oscilatoria (VAFO),
gue consiste en el uso de volumenes corrientes muy bajos con frecuencias respiratorias
suprafisioldgicas, una revision sistematica objetivé en los pacientes que recibieron VAFO, un

aumento en la relacion PaO,/FiO, y una reduccion significativa en la mortalidad con un RR
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del 0,77 (IC 95% 0,61 a 0,98, p= 0,03); sin embargo, estos hallazgos se basaban en trabajos
con escaso numero de pacientes y los intervalos de confianza eran amplios. Posteriormente,
dos ensayos clinicos multicéntricos no han encontrado beneficio en la mortalidad con el uso
de VAFO [97,98].

En cuanto a la VM en posicidén en prono, su uso optimiza la relacién ventilacién-
perfusibn con mejoria de la oxigenacion y menor hiperinsuflacion al conseguir una
distribucion mas homogénea de las presiones. Estos beneficios se han corroborado en
ensayos clinicos, como el metaanalisis de Hu et al., en el que la posicion en prono produjo
un descenso en la mortalidad en pacientes con relaciéon PaO,/FiO, <100 mmHg, con un RR
de 0,71 (IC 95% 0,57 a 0,89; p = 0.003) [99].

Finalmente, respecto a las técnicas de oxigenacion por membrana extracorporea,
su uso actualmente se limita al SDRA grave potencialmente reversible que no responde al
tratamiento convencional [100].

Sin embargo, estas estrategias de ventilacién no siempre se pueden aplicar en todos
los pacientes, y se requieren otras terapias farmacoldgicas alternativas para mejorar la

supervivencia y disminuir las complicaciones sistémicas asociadas en estos pacientes.

Tratamiento farmacolégico

Los bloqueantes neuromusculares se usan habitualmente para facilitar la sincronia
paciente-respirador, sobre todo en el caso de presiones elevadas en la via aérea 0 posicion
en prono. Ademas, tienen un efecto antiinflamatorio a través de la interaccion con receptores
nicotinicos de Ach [101]. Una revision sistematica encontré que la administracion precoz de

cisatracurio mejora la supervivencia en pacientes con SDRA grave [102].

El tratamiento con surfactante pulmonar se basa en la disfuncion del surfactante
endodgeno que tiene lugar en el SDRA. Sin embargo, la mayoria de ensayos clinicos en
adultos no han encontrado una disminucién en la mortalidad [103], aunque en algunos
mejora la oxigenacion, y en un subgrupo de pacientes con SDRA secundario a heumonia o

aspiracion, el tratamiento con surfactante podria ser beneficioso [104]. En nifios y
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adolescentes, hay datos de que este tratamiento mejora la oxigenacion y disminuye la

mortalidad y los dias de VM comparado con placebo [105].

Se han estudiado una amplia variedad de antiinflamatorios como terapia en el
SDRA. Se han realizado multiples estudios experimentales para estudiar el papel de los
corticoides en el SDRA. Los corticoides poseen multiples propiedades farmacoldgicas en
relacion con la modulacion del sistema inmune, como la inhibicién de la transcripcién génica
de CQs proinflamatorias o la supresion de la activacion de neutrofilos. En este sentido, Nin
et al. [12], estudiaron el papel de la dexametasona intraperitoneal en un modelo in vivo de
VILI, encontrando menor aumento de la PIP, un menor descenso del ratio PaO,/FIO;, y de la
PAM, menor dafio histologico pulmonar y una menor elevacion de AST, IL-6, nitritos y
nitratos. Resultados similares a estos fueron encontrados por Held et al. [19], en un modelo
ex vivo de dafo pulmonar inducido por sobredistensiéon y LPS, demostrando que el
pretratamiento con dexametasona disminuia el aumento de diversas CQs e inhibia la
activacion del NF- kB. Sin embargo, los estudios clinicos no han demostrado un beneficio
terapéutico concluyente [20,106], aunque hay datos a favor de que dosis bajas de

corticoides reducen la mortalidad en pacientes adultos [21,107]

Por otro lado, se ha estudiado el tratamiento con vasodilatadores inhalados como el
NO, que mejora la perfusion regional y por tanto la relacion ventilacién-perfusion. El uso
clinico de NO mejora transitoriamente la oxigenacion en pacientes con SDRA, pero los

ensayos clinicos no encuentran una disminucién de la mortalidad [108].

Otros agentes inhalados como la prostaciclina, mejora la oxigenacion mediante una
redistribucién del flujo sanguineo pulmonar a areas mejor ventiladas y atenda la respuesta
inflamatoria pulmonar. Sin embargo, no hay ensayos clinicos potentes que validen su uso en

pacientes [104].

Otra posibilidad terapéutica son las terapias biolégicas, como los tratamientos que
inhiben CQs proinflamatorias. IL-8 es una CQ proinflamatoria que juega un importante papel
en el reclutamiento y activacion de neutrofilos hacia el alveolo. En modelos animales de
SDRA inducido por LPS, los AC monoclonales anti-IL-8 administrados via intravenosa

disminuyen la infiltracion de neutréfilos y mejoran los hallazgos histoldgicos de DPA [109]. El
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TNF-a interviene en el reclutamiento y activacién de neutrdfilos, a través de dos receptores
de TNF (TNFR), TNFR-1, con un papel proinflamatorio, y TNFR-2, con un efecto protector.
Los agentes anti-TNF-a disminuyen la migracion de PMNs, mejoran la mecanica pulmonar
y el intercambio gaseoso en modelos animales de VILI, pero en pacientes con sepsis no han
mostrado beneficio. Los AC monoclonales anti TNFR-1 en un modelo animal de SDRA
mejoran la funcion respiratoria y reducen la permeabilidad alveolo-capilar [109]. Los AC
monoclonales anti-CD14, un receptor de superficie de macréfagos y neutrofilos, que
estimula la produccién de CQs proinflamatorias, reduce el edema pulmonar, la migracion de

neutrofilos y la produccion de TNF-a por los macréfagos [109].

La enzima convertidora de angiotensina (ECA) es un vasopresor que promueve la
inflamacion y aumenta la permeabilidad vascular, mientras que la ECA tipo 2 tiene un efecto
protector. La adrenomedulina es una molécula producida en respuesta a LPS y CQs que
disminuye la permeabilidad alveolar. En modelos experimentales, tanto la administracion de

ECA 2 recombinante humana y adrenomedulina mejoran la lesién pulmonar [109].

El factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) activa la proliferacién de células
alveolares tipo Il y los mecanismos de reparacion alveolar. Un modelo ex vivo de SDRA
mostr6 que el tratamiento con KGF mejoraba la funciébn pulmonar y aumentaba el

aclaramiento de fluido alveolar [110].

Las células madre mesenquimales (MSCs), tienen propiedades antiinflamatorias,
ademas de secretar KGF y participar en el proceso de reparacion alveolar. Varios modelos
humanos ex vivo han mostrado que las MSCs pueden restaurar el aclaramiento del fluido
alveolar. Existen actualmente en marcha ensayos clinicos para valorar su papel en pacientes
[111].

Finalmente, puesto que existe evidencia del papel del estrés nitro-oxidativo en la
fisiopatologia del dafio pulmonar y sistémico inducido por la VM, se han ensayado diversos
atrapadores de radicales libres y peroxinitrito, en el tratamiento del SDRA [16,18,84,90—
92]. Estas sustancias son una prometedora diana terapéutica, puesto que a pesar de los
multiples tratamientos farmacolégicos ensayados en el tratamiento del SDRA, ninguno ha

mostrado un beneficio clinico relevante.
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Por tanto, uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar el efecto sobre la
disfuncion vascular, de diferentes atrapadores de radicales libres y peroxinitrito: SOD, un
atrapador de radicales libres extracelular; el tempol, un atrapador de radicales libres y
peroxinitrito intracelular; y metaloporfirina, un catalizador de la descomposicion del

peroxinitrito y SOD mimético intracelular.

El tempol es un SOD mimético, de menor poder antioxidante que la SOD enddgena,
y un atrapador de varios radicales libres (O,°, OH®, radicales peroxilo [RO,* ], dinitrégeno
[NO,°*], COs* y radicales tiol [RS®]. Su capacidad de atrapar radicales libres contribuye a la
mayor biodisponibilidad de NO, restaurando la vasodilatacibn mediada por NO. La infusion
de tempol reduce la presién arterial, la resistencia vascular periférica y frecuencia cardiaca
en ratas [112].

La metaloporfirina [Mn(lll)tetrakis(1-metil-4-piridil) porfirina], es una porfirina que
contiene como metal manganeso, con una potente actividad SOD mimética y atrapadora de
peroxinitrito. Se especula que su mecanismo de accidn esta relacionado con la inhibicién de
la transcripcion del NF-kB [113]. En un estudio en el que se usaba MNnTMPyP para aumentar
la biodisponibilidad de NO en aortas de conejos sometidos a estrés oxidativo, la
metaloporfirina restauro la relajacion dependiente de NO en el contexto de estrés oxidativo

intra y extracelular [114].

La enzima superéxido dismutasa (SOD), cataliza la dismutacion del anién
superoxido en O, y H,0,. Debido a esto es una importante defensa antioxidante en la
mayoria de las células expuestas al oxigeno. La Zn—Mn—-SOD es una enzima extracelular sin

capacidad de penetrar en el interior celular [115].
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Introduccién
MODELOS EXPERIMENTALES DE DANO PULMONAR INDUCIDO POR

VENTILACION MECANICA

Los estudios en humanos sobre ALl proporcionan informacion descriptiva sobre el
comienzo y evolucibn de los cambios fisiologicos e inflamatorios del pulmoén. Esta
informacién permite generar hipotesis sobre el mecanismo del dafio, pero en su mayoria,
estas teorias son dificiles de probar en humanos porque muchas variables clinicas son
dificiles de controlar en pacientes criticos. Por tanto, los modelos animales proporcionan un
puente entre los pacientes y el laboratorio, y las hipétesis generadas en estudios clinicos

pueden ser testadas en modelos animales para asegurar su relevancia.

Idealmente un modelo animal de ALl deberia reproducir los mecanismos vy
consecuencias de ALI en humanos, incluyendo los cambios fisiologicos y patologicos (Tabla
4).

Hallazgos clinicos Comienzo agudo

Dafio alveolar bilateral difuso

Fase exudativa aguda

Reparacion con fibrosis

Cambios fisioloégicos | Anomalias ventilacion-perfusion

Hipoxemia grave

Descenso de la complianza

Alteracion del aclaramiento del fluido alveolar

Cambios biolegicos | Aumento de la permeabilidad endotelial y epitelial
Aumento de las concentracionesde CQs en los pulmones
Activacion de proteasas

Alteracion de la coagulacion

Cambios patologicos | Infiliracion alveolar de neutrofilos

Coagulacion intra-alveolar y depdsitos de fibrina

Dafio en el epitelio alveolar con denudacion de la membrana
basal

Tabla 4. Caracteristicas de la lesion pulmonar en humanos [116].

Se sabe que la respuesta del pulmén al dafio producido por la VM no es estatica, sino
gue varia con el tiempo, caracterizandose por una respuesta inflamatoria pulmonar seguida
de una fase cronica linfoproliferativa. Los modelos animales usados deberian reproducir la
lesion aguda en la barrera epitelial y endotelial y la respuesta inflamatoria aguda en los
espacios aereos, e idealmente el dafio deberia ser evolutivo.
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Otra caracteristica importante de la lesién pulmonar aguda en humanos, es que ésta

se ve afectada por los mecanismos implicados en la enfermedad primaria (por ejemplo, la
sepsis), y las diferentes modalidades o parametros usados en la VM. Por este motivo,
ningin modelo animal reproduce todas las caracteristicas del SDRA en humanos. Sin
embargo, si los resultados obtenidos se interpretan en base a las caracteristicas del modelo,
los modelos animales pueden proporcionar datos clave para entender la fisiopatologia de la
lesion pulmonar aguda en humanos y son una herramienta fundamental para testar nuevos

tratamientos e investigar nuevas dianas terapéuticas.
Caracteristicas a tener en cuenta en la eleccion del modelo animal

Debido a la importancia de la respuesta inflamatoria en la fisiopatologia del dafio
pulmonar inducido por la VM, se deben tener en cuenta algunas peculiaridades en el sistema

inmune a la hora de elegir la especie animal.

En primer lugar, un aspecto importante son las diferencias entre especies en los
receptores Toll-like (TLR), localizados en la superficie de varios tipos celulares como
leucocitos, cuya funcion es reconocer patrones moleculares asociados a patégenos como
por ejemplo LPS, por lo que los TLRs de diferentes especies pueden reconocen patrones
diferentes a los humanos [32,117].

En segundo lugar, la distribucion de macréfagos intravasculares varia entre especies:
en algunas se encuentran en higado y bazo, mientras que en otras se localizan también en
los pulmones (macréfagos pulmonares intra alveolares, PIM). Los humanos, conejos,
ratones y ratas entre otros, tienen escasos macréfagos intra alveolares pulmonares. Este es
un aspecto a considerar, ya que la presencia de PIM aumenta la susceptibilidad de las
especies al dafio pulmonar [32,117].

Como se ha comentado anteriormente, diversos estudios en animales y humanos han
corroborado la importancia del NO en la patogénesis del dafio pulmonar. Este es otro punto
a tener en cuenta, ya que varios trabajos han objetivado diferencias en humanos y roedores

en cuanto a su capacidad de producir NO, mayor en roedores [32,117].
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Finalmente, existen diferencias en las citoquinas y receptores de CQs entre humanos

y roedores. Por ejemplo, las ratas y ratones carecen del gen de CXCL8, pero producen MIP-
2, que se considera homologa a CXCL8, con un importante papel en el reclutamiento de

neutrofilos a los pulmones [118].

Otra consideracion a tener en cuenta en la eleccion de la especie es el tamafio del
animal, sobre todo en funciébn de los parametros que sea necesario monitorizar y las

muestras sanguineas que haya que obtener [116].

En cuanto a la eleccion de la especie, en nuestro caso la rata, se hace en base al
coste, la disponibilidad y la experiencia del personal investigador en su manejo. Ademas, es
el animal para el que esta disefiado el sistema ex vivo de ventilacion-perfusion de pulmones
y contamos con experiencia en el modelo vascular ex vivo. Por otro lado, se conoce
ampliamente la fisiopatologia del modelo de DPA en rata y estudios previos en nuestro
laboratorio han demostrado que los pulmones muestran dafio alveolar difuso, gold standard
del modelo de DPA [5,13].

Tipos de modelos de dafio pulmonar inducido por la ventilacién mecéanica

La mayoria de los modelos animales de ALI se basan en factores de riesgo asociados
al ALI/SDRA en humanos, como la sepsis, transfusion masiva, traumatismos, aspiracion de
contenido gastrico y reperfusion de tejidos isquémicos. Los distintos agentes utilizados para

provocar el dafio pueden tener como diana en endotelio capilar, el epitelio alveolar, o ambos.
Modelos que tienen como diana el endotelio capilar

Entre los modelos que tienen como diana el endotelio capilar, estd el modelo de lesion
pulmonar aguda secundaria a la administracion de acido oleico, que reproduce el
embolismo graso en humanos. Sus ventajas son su reproductibilidad, y entre sus
desventajas se encuentra que los casos de embolismo graso en la préactica clinica son

limitados y no es adecuado para estudiar el SDRA producido por otras patologias [116].
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Modelos que tienen como diana el epitelio alveolar

Entre los modelos que acttan sobre el epitelio alveolar, se encuentra el modelo de
aspiracion de acido, que imita la aspiracion de contenido gastrico, factor de riesgo de
SDRA, mediante la administracion intratraqueal de acido clorhidrico. Produce lesion
pulmonar aguda con dafio en la via aérea y el epitelio alveolar, dependiente de neutrdfilos,
asi como dafio al endotelio alveolar. Su principal ventaja es la reproductibilidad. Sin
embargo, en la aspiracion gastrica en pacientes no solo se aspira acido, sino otros
componentes como restos de comida, bacterias, por lo que el modelo no reproduce

exactamente la situacion clinica [116].

Otro modelo que actua sobre el epitelio alveolar es el modelo de deplecion de
surfactante pulmonar, puesto que en el SDRA existe déficit del mismo. Se realiza
instilando y aspirando en varias ocasiones suero salino isoténico via intratraqueal, con la
consiguiente eliminacion del surfactante. Este procedimiento por si solo no produce cambios
inflamatorios o en la permeabilidad epitelial, por lo que se combina con parametros de VM
dafina [116].

Finalmente, el modelo de dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica,
se basa en la aplicacibn de parametros agresivos de VM en animales anestesiados y
monitorizados, bien mediante traqueostomia o intubacién endotraqueal (lo cual evita la
respuesta inflamatoria asociada a tragueostomia). La gravedad del dafio pulmonar depende
de la estrategia de VM, en particular del V1 y la presencia o ausencia de PEEP. La
combinacién con otros modelos como la administracion de LPS o acido clorhidrico produce

un efecto sinérgico con la VM [116].

La ventaja fundamental del modelo de VM es su relevancia clinica, ya que es el unico
modelo que ha llevado a cambios en la practica clinica: en base a trabajos de investigacion
basica que relacionaban el volutrauma con el dafio pulmonar, se llevo a cabo un estudio que
demostroé que el uso de Vr elevados en pacientes con SDRA era deletéreo, y que una
estrategia de VM protectora con V1 de 6 ml/kg disminuia la mortalidad en pacientes con
SDRA [4].
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La principal desventaja del modelo de VILI es que los cambios hemodindmicos
generados al ventilar con V. elevado, como el descenso del retorno venoso secundario al
aumento de la presion intratoracica, pueden influir en el dafio a nivel sistémico [13]. Por
tanto, para el estudio de la disfuncién vascular en nuestro trabajo utilizamos un modelo ex
vivo de VILI. Otra desventaja es que en este modelo los animales son ventilados durante
periodos cortos de tiempo, mientras que los pacientes requieren VM durante dias o

semanas.
Modelos que tienen como diana el epitelio alveolar y el endotelio capilar

El modelo de isquemia-reperfusion reproduce la respuesta inflamatoria
caracterizada por edema pulmonar no cardiogénico, que ocurre tras el trasplante pulmonar,
no relacionada con el rechazo. También ocurre en otras situaciones como la isquemia
secundaria a cirugia de aneurismas aérticos. Existen dos tipos de modelos de isquemia-
reperfusion (I-R): 1) I-R pulmonar, bien mediante la compresion de la arteria pulmonar o el
hilio pulmonar; 2) I-R no pulmonar, por ejemplo comprimiendo la arteria mesentérica superior
o la aorta supraceliaca, o bien mediante torniquetes en las extremidades. Entre las ventajas
del modelo es que reproduce una situacion clinica frecuente; sin embargo, en la I-R no
pulmonar el dafio pulmonar es moderado y la cirugia en si produce una respuesta

inflamatoria sistémica [116].

Otro modelo que afecta tanto al epitelio alveolar como al endotelio capilar, es el
modelo de dafio pulmonar debido a sepsis. Este tipo de modelo se pueden realizar
mediante [116]:

i) La administracién de bacterias vivas via intravenosa o intratraqueal. Es importante el
tamafio del inéculo, el tipo de especie bacteriana y la especie animal utilizada. Entre las
desventajas del modelo esta la amplia variabilidad biol6gica y que no induce la formaciéon de

membranas hialinas.

ii) La produccion de una infeccidon enddgena, mediante ligadura y puncion del ciego (LPC),

produce una lesion pulmonar moderada similar al SDRA, pero con minima formacion de
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membranas hialinas. Entre sus desventajas estan la necesidad de cirugia y la variabilidad

biologica.

iii) La administracion de productos bacterianos como LPS, via intraveosa o intratraqueal.
Las respuestas de las diferentes especies a LPS son variables: por ejemplo, los animales
con PIM desarrollan manifestaciones de sepsis y dafio pulmonar con pequefias dosis de
LPS, al contrario que los animales sin PIM. Sus principales ventajas son la facilidad de
administracion y reproductibilidad, pero el dafio ocasionado a nivel pulmonar es moderado
[116].

En conclusidn, los estudios en modelos animales son esenciales para nuestro
entendimiento de la fisiopatologia de ALI y el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
en ALI/SDRA, aunque ninguno de los modelos disponibles reproduzca por completo los
hallazgos en el SDRA humano. Esto se debe a que la mayoria de los modelos estan
basados en uno o dos meétodos para causar dafio. Sin embargo, en los pacientes el SDRA
rara vez se debe a un evento aislado, asociando a menudo varios factores de riesgo como
sepsis 0 aspiracién de contenido gastrico, distintas comorbilidades y factores inherentes al
huésped como determinantes genéticos.

Las diferencias anteriormente comentadas entre las especies animales y los
humanos, y el hecho de que los distintos modelos animales tengan diferentes dianas
(endotelio o epitelio alveolar), justifican el hecho de que dichos modelos hayan
proporcionado resultados diferentes o incluso contradictorios, y que las aproximaciones
terapéuticas efectivas en animales no lo sean siempre en humanos. Por este motivo, la
extrapolacion de los resultados de estudios animales a pacientes debe realizarse con

cautela.

Sin embargo, a pesar de estas limitaciones, los modelos animales de ALI/SDRA son
esenciales, ya que por el momento no hay otra herramienta para generar informacién sobre
la fisiopatologia del dafio pulmonar y para testar nuevas intervenciones terapéuticas en

sistemas biologicos complejos.
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Caracteristicas del modelo de pulmén ventilado aislado y perfundido.

Los modelos de pulmén aislado ventilado y perfundido permiten evaluar el efecto de
diferentes estrategias de VM sobre la lesidon pulmonar, independientemente de la influencia
de otras variables fisioldgicas confundidoras. Ademas, este modelo permite la administracion

de tratamientos via intratraqueal o administrados en el liquido de perfusion [119].

En este tipo de modelos es importante la composicion y caracteristicas del liquido de
perfusion, teniendo en cuenta la presidn oncotica, la temperatura, los gases inspiratorios

administrados y la presion en la arteria pulmonar [119-121].

La ventaja de este modelo en animales de pequefio tamafio como roedores, es su
menor coste y mayor disponibilidad, lo que permite aumentar el tamafio de la muestra en los
experimentos, siendo habitual un nimero de 5-8 animales por grupo. Ademas, en roedores,
el tiempo de ejecucion de los experimentos es menor y una vez adquirida una cierta
experiencia en la cirugia el modelo es altamente reproducible [119]. Por otro lado, es
importante estandarizar los protocolos de experimentacion, asi como el liquido de perfusion

empleado, para hacer mas comparables los diferentes trabajos [121].

Entre las dificultades del modelo en roedores, destaca que estos animales son
proclives a sufrir atelectasias, por lo que se debe minimizar el tiempo hasta la conexion a la
VM para evitar dafiar el pulmon. Respecto al modelo en ratas, una limitacion seria la menor
disposicion anticuerpos (especificos, sondas moleculares o0 lineas modificadas

genéticamente, respecto a ratones [119].

La ventaja fundamental del modelo de pulmén aislado ventilado y perfundido radica
en que permite contrastar la hipétesis de que es la respuesta inflamatoria pulmonar
secundaria a la VM con Vr elevado la responsable del dafio sistémico. Asi lo corroboré el
trabajo de Jaecklin et al., en el que en un modelo ex vivo se perfundieron pulmones
ventilados con V1 bajo con liquido de perfusién procedente de pulmones previamente
ventilados con Vt elevado, produciéndose un descenso de la distensibilidad y un aumento de
la concentracion de proteinas en el LBA, respecto a los pulmones perfundidos con el liquido
de perfusion control que no habia pasado por el pulmoén. Por tanto, se demostro que el
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liguido de perfusion procedente de pulmones dafiados puede transferir el dafio a pulmones

ventilados con estrategia protectora [122].

En este proyecto se pretende demostrar mediante dos modelos ex vivo, uno de
pulmén y otro de vasos, que la lesion pulmonar aguda induce dafio en érganos a distancia,
en concreto disfuncién vascular. Para ello es necesario un modelo de pulmén aislado
ventilado y perfundido, cuyo liquido de perfusion tras ser ventilado el pulmén en condiciones
dafinas, se usa para realizar un bioensayo e incubar en otro modelo ex vivo vasos adrticos
de ratas sanas, para evaluar la disfuncion vascular y demostrar la transferencia del dafio.
Ademas se estudiaran los mecanismos fisiopatolégicos implicados en el dafio y posibles

tratamientos farmacolégicos.
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JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Existe evidencia de que la VM dafiina no sélo produce lesion pulmonar,
sino que puede ocasionar dafio sistémico [7-10,14]. En modelos in vivo, se ha
demostrado que la VM con Vt elevado produce disfuncion vascular [5,11,13],
pero no se puede descartar que las alteraciones en la funcion vascular sean
debidas a los cambios hemodindmicos (derivados del aumento de la presion

intratoracica) ocasionados por la ventilacion con Vt elevado.

En base a esto, nuestro objetivo principal fue demostrar que la VM con
Vr elevado ex vivo se asociaba con disfuncion vascular, caracterizada por una
alteracion en la relajacién y la contraccion vascular. Para demostrarlo, se
realiz6 un bioensayo, utilizando dos modelos, un modelo ex vivo de pulmén y
otro modelo de estudio de la funcion vascular ex vivo, donde se incubaron las
aortas de animales sanos con el efluente procedente del pulmén ventilado.
Nuestra hipotesis fue que el pulmoén perfundido y ventilado ex vivo, liberaria a
la circulacion sistémica mediadores capaces de alterar la respuesta vascular,
en respuesta a la VM dafina. Por tanto, nuestro primer objetivo fue demostrar
que la VM con Vt elevado producia dafio pulmonar, en un modelo de pulmén
ex Vvivo, para evitar las alteraciones hemodindmicas que se producen al ventilar

con Vg elevado en los modelos in vivo.

En modelos in vivo previos de nuestro grupo, habiamos observado que al
ventilar animales de las mismas caracteristicas con parametros similares de
VM dafiina, algunos animales desarrollaban un menor dafio tanto en el pulmén
como a nivel hemodinamico, y eso se correlacionaba con menor dafio
histolégico. En base a estas observaciones, nuestro tercer objetivo fue
demostrar la existencia de dos fenotipos de respuesta a la VM, caracterizados
por la presencia o ausencia de dafio alveolar difuso. En la misma linea, nuestro
cuarto objetivo fue valorar si la disfuncion vascular asociada al VILI, se
desarrollaba de forma mas marcada en el grupo que presentaba dafio alveolar

difuso.

Existen numerosos trabajos que relacionan el aumento del estrés nitro-
oxidativo con la fisiopatologia del SDRA [83,84]. Un trabajo previo de nuestro

grupo en un modelo in vivo, encontré que la disfuncion vascular asociada a la
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ventilacion con V+ elevado se corregia con la administracion de inhibidores del
estrés nitro-oxidativo [16]. Por esto, nuestro quinto objetivo fue evaluar si las
alteraciones en la funcién vascular asociadas al VILI, se debian a un aumento
del estrés nitro-oxidativo. Se valoro el efecto de la metaloporfirina, el tempol y

la SOD sobre la disfunciéon vascular.

Por tanto, el presente trabajo pretende demostrar mediante un
bioensayo, una hipotesis no probada con anterioridad, la asociacion entre el
VILI y la disfuncidon vascular. Ademas, la hipotesis de que las alteraciones
vasculares asociadas a la VM con Vt elevado en nuestro modelo ex vivo, se
producen de forma mas marcada en los pulmones que presentan dafio alveolar
difuso, tiene una clara aplicacion traslacional, pues sus resultados pueden
contribuir a la identificacién de biomarcadores utiles en tanto en el diagndstico
como en el pronéstico del SDRA. Finalmente, consideramos que el estudio de
los mecanismos fisiopatolégicos del dafio pulmonar y sistémico asociados a la
VM es fundamental, asi como la busqueda de nuevas dianas terapéuticas,
puesto que los tratamientos farmacologicos ensayados hasta el momento no

han modificado la practica clinica.
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IV. Hipotesis y Objetivos
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HIPOTESIS PRINCIPAL

o El dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica (“ventilator-

induced lung injury”, VILI) se asocia con disfuncién vascular.
HIPOTESIS SECUNDARIAS

1. La ventilacibn mecénica con volumen corriente elevado ex vivo
induce VILI.
El VILI se asocia con disfuncién vascular.

3. Existen dos fenotipos de respuesta a la ventilacibn mecanica,
determinados por la presencia de dafio alveolar difuso.

4. La disfuncién vascular asociada al VILI se desarrolla de forma mas
marcada en el grupo que presenta dafio alveolar difuso.

5. Las alteraciones en la funcién vascular asociadas al VILI son debidas

a un aumento del estrés nitro-oxidativo.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Demostrar que el dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecanica

(“ventilator-induced lung injury”, VILI) se asocia con disfuncién vascular.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.

Demostrar que la ventilacibn mecanica utilizando un volumen corriente

elevado ex vivo se asocia con VILI.

Evaluar si el VILI se asocia con disfuncién vascular.

Demostrar la existencia de dos fenotipos de respuesta a la ventilacion
mecanica, caracterizados por la presencia o ausencia de dafo alveolar
difuso.

Valorar si la disfuncién vascular asociada al VILI se desarrolla de forma
mas marcada en el grupo que presenta dafio alveolar difuso.

Evaluar si las alteraciones en la funcion vascular asociadas al VILI se

deben a un aumento del estrés nitro-oxidativo.
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1. DISENO

Se trata de un estudio prospectivo de naturaleza experimental realizado en la Unidad
de Investigacion del Hospital Universitario de Getafe.

El proyecto consistio6 en la realizacion de un bioensayo para demostrar que la
liberacion de sustancias desde los pulmones dafiados induce dafio en érganos a distancia,
en concreto en el sistema vascular. Para ello se utilizaron un modelo animal ex vivo de VILI
(ventilator induced lung injury) y un modelo ex vivo de funcion vascular. El proyecto se

dividié en dos fases:

i) Fase de demostracion de dafio pulmonar inducido por la ventilacién mecanica,

en un modelo ex vivo de pulmon aislado, ventilado y perfundido.

H) Fase de estudio de la disfuncidn vascular ex vivo, en la que se incubaron anillos

de aorta de animales sanos con el liquido de perfusién de los pulmones dafiados,
para estudiar como afectan las sustancias liberadas por los pulmones a la funcién
vascular y el efecto de sustancias atrapadoras de radicales libres de oxigeno y

nitrégeno.
2. PERIODO DE ESTUDIO

Los experimentos se llevaron a cabo entre septiembre del 2013 y julio de 2015. El

estudio anatomopatolégico se ejecutod entre febrero y junio de 2016.
3. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (SD), con origen en el fondo genético de
Harlan (Barcelona, Espafa), criadas y estabuladas en el animalario de la Unidad de
Investigacion del Hospital Universitario de Getafe (Madrid, Espafia), en condiciones
ambientales controladas (temperatura 20-22°C, humedad relativa 40-60%, ciclo luz-
oscuridad de 12 h-12 h), con acceso ad libitum a comida y agua. La edad aproximada de los
animales usados fue de 12 semanas (peso 325-375 g) para los experimentos de ventilacion
mecanica y 12-16 semanas (peso 400-500 g) para los experimentos de funcion vascular.
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La eleccion de la especie se hizo en base que se conoce ampliamente la
fisiopatologia del modelo de DPA (dafio pulmonar agudo) en rata y estudios previos de
nuestro grupo han demostrado que sus pulmones muestran dafo alveolar difuso, patron oro
del modelo de DPA [5]. Por otro lado, nuestro equipo cuenta con experiencia en el modelo

vascular ex vivo en ratas [16].
4. DESCRIPCION DE LOS MODELOS ANIMALES

El proyecto consta de dos fases: i) dafio pulmonar inducido por VM, en un modelo ex
vivo de pulmén ventilado con Vt bajo y elevado; ii) estudio de la funcion vascular ex vivo,

incubando anillos aérticos de animales sanos con el liquido de perfusién de los pulmones.

4.1. FASE || MODELO DE DANO PULMONAR INDUCIDO POR LA
VENTILACION MECANICA

En la primera fase, se llevo a cabo un modelo de VILI que consistia en la ventilacion
y perfusién de los pulmones en un sistema ex vivo, que se describe a continuacion. Para
inducir el dafio se ventild con Vr elevado sin PEEP, mientras que el grupo control fue

ventilado con V+ bajo.
4.1.1. Elementos del sistema de ventilacion y perfusién ex vivo

El sistema de ventilacion y perfusién de pulmén ex vivo consta de varios elementos (Los
nameros resaltados corresponden a los diferentes elementos del sistema que se muestran

en la Figura 4):

- Un respirador (1) especifico para roedores (Harvard Apparatus, Inspira ASV®,
Holliston, Massachusetts, Estados Unidos), conectado con la canula de
tragueostomia. Entre la conexion a la traqueostomia y las tubuladuras se coloc6 un
sensor de presion (2) para monitorizar la presion en la via aérea.

- Un calentador (3.Ultraterm®, Barcelona, Espafia), que mantenia la temperatura y
humedad necesarias en la camara pulmonar.

- Una bombona de gases (4), para burbujear el liquido de perfusion.
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Figura 4. Esquema general del sistema de ventilacion y perfusiéon de pulmén ex vivo,
con cada uno de sus componentes.

El circuito comienza en el reservorio (6), desde donde circula el liquido de perfusion gracias a la bomba de
perfusién (5) hasta la cdmara atrapa burbujas (12) para entrar en la canula de la arteria pulmonar (8). De la
camara atrapa burbujas sale otra conexidn que monitoriza la presion en la arteria pulmonar (11). Tras circular
por los pulmones, el liquido de perfusion regresa por las venas pulmonares a la canula de la auricula izquierda
(9), y de ahi, tras atravesar el vaso estabilizador de presion (12), acaba de nuevo en el reservorio para
continuar recirculando.

- Una bomba de perfusion (5. ISMATEC®, Wertheim, Alemania), para recircular el
liquido de perfusion.

- Plataforma con un reservorio que contiene el liquido de perfusion (6).

- Circuito de perfusion, montado en una plataforma de Plexiglass® (Isolated Perfused
Lung apparatus size 2, Type 829/2, Hugo Sachs Electronik, Harvard Apparatus®,
March, Alemania).

- Céamara pulmonar (7), donde se situaba el bloque pulmoén-corazén. Esta camara tiene
una doble pared por la que circula agua estéril que se mantiene a 37°C. En la parte

superior tiene una conexion a la tragueostomia y al respirador. En el interior tiene 2
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tubos, uno proximal, que se conectaba a la canula de la arteria pulmonar (8), y uno
distal, que se conectaba a la canula de la auricula izquierda (9).
- Monitor (10. Hewlett Packard® Modelo 66S), en el que se registraba la presion en la

via aérea (2) y la presion en la arteria pulmonar (11).

4.1.2. Preparacion del experimento

En el modelo ex vivo de pulmén aislado ventilado y perfundido, se requeria conectar el
animal al respirador con la mayor rapidez posible una vez iniciada la cirugia. Por lo tanto, se
purgaba el sistema de perfusién previamente, ademas de preparar el respirador, la anestesia

y el material de cirugia con anterioridad.

En primer lugar, se preparaba la solucion de Krebs-Henseleit (KHS) y se filtraba con un
filtro de 45 micras (Sarstedt®). Una vez filtrada, se afiadian 2 ml de antifoam (Antifoam SE-
15, Sigma® diluido 1/10), una sustancia inerte para evitar la formacion de espuma. Para
evitar que la solucién del Krebs-Henseleit se acidificara, se mantenia a 37°C burbujeandose
con CO,. Para ello, la solucién de Krebs se introducia en un bafio a 37°C y se burbujeaba
con un gas que contenia una mezcla de 20% de O, y 5% de CO,, con balance de nitrégeno.
La composicion de la solucion de Krebs-Henseleit era la siguiente: 25 ml de NaCl, KCI,
KH,PO4, MgSO,4, NaHCO3 y CaCl,; 0,25 g de glucosa, 0,75 g de HEPES, 10 g de albumina

bovina al 4%; agua estéril hasta 250 ml.

En segundo lugar, se procedia a la limpieza con agua estéril del sistema de perfusion y
su posterior purga con la solucion de Krebs, con especial atencién a que no guedaran
burbujas en el sistema. Una vez purgado, se recirculaba el liquido de perfusién, dejando 40

ml de soluciéon de Krebs en el reservorio.

El respirador usado para la ventilacion fue el modelo Inspira ASV de Harvard
Apparatus®. Se programaba, en funcion del peso del animal, la frecuencia respiratoria, el
volumen corriente, la PEEP y el tiempo inspiratorio. La presion en la via aérea y la presion
en la arteria pulmonar se registraron en un monitor (Hewlett Packard®, modelo 66S),

mediante los correspondientes sensores de presion. Una vez terminada la cirugia y colocado
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el pulmoén en la cdmara, se realizaba el cero de la presion en la via aérea y la arteria

pulmonar para el registro de los datos.
4.1.3. Anestesia

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal mediante puncion en el
cuadrante inferior derecho del abdomen, aspirando previamente para evitar la inyeccion
intravascular, con ketamina 90 mg/kg (Ketolar® 50 mg/ml), diacepam 5 mg/kg (Valium® 10
mg/2ml) y fentanilo 0,01 mg (Fentanest® 0,15 mg/3ml).

Segun la necesidad individual de cada animal, durante los procedimientos quirdrgicos
se administraron dosis adicionales de anestesia intraperitoneal (/> 6 ¥ de la dosis inicial).
Una vez alcanzados el nivel de anestesia y analgesia adecuado, que se comprobé mediante

el reflejo de retirada, se comenzaron los procedimientos quirlrgicos.
4.1.4. Procedimiento quirurgico

En primer lugar se colocé al animal en decubito supino sobre la placa quirdrgica y se

limpi6 la cara ventral con povidona yodada.

- Canulaciéon de la arteria carétida y traqueostomia (Figuras 5 y 6): mediante una
incision longitudinal en linea media ventral del cuello, se disecaron las glandulas
salivares y los musculos que cubren la traquea, bajo los cuales se encuentra el paquete
vasculo-nervioso con la arteria carétida y el nervio vago. Se aisl6 la arteria carétida para
introducir un angiocatéter de 22 G, inyectando heparina sédica al 5% (500Ul por cada
100 g de peso). Seguidamente se separo la traquea y se realiz6 una traqueostomia con
un angiocatéter de 14 G. Finalmente se exanguindé al animal a través del catéter

carotideo.
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ARTERIA CAROTIDA TRAQUEA

Figura 6. Canulacién de la arteria carétida y traqueostomia.

- Canulacion de la circulaciéon pulmonar (Figura 7). apertura del peritoneo mediante
una incisién longitudinal en la linea media ventral. Una vez localizado el diafragma, se
realizd una incision para separarlo de su unién con la caja toracica. Seguidamente, se
realizd una esternotomia y se expuso el contenido de la caja toracica con ayuda de los

separadores. En este momento, se conectd la tragueostomia al respirador con los
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parametros previamente fijados. Posteriormente, se disecO el timo y el tejido graso
anterior al corazon y los grandes vasos. Se separaron con una seda la aorta y el tronco
pulmonar y se paso otra seda alrededor de los ventriculos cardiacos dejando un nudo sin
apretar. Después, se realizaron dos incisiones: una en el tronco pulmonar y otra en el
apex del ventriculo izquierdo. Se conecto la canula de la arteria pulmonar a la parte
proximal del sistema de perfusion, y una vez purgada, se introdujo en el tronco de la
arteria pulmonar. Se desecho el liquido de perfusidon durante unos minutos para limpiar
los restos sanguineos de la circulacién pulmonar. A continuacion, se conecto la parte
distal del sistema de perfusion a la canula de la auricula izquierda, y se introdujo a través
de la incision realizada en el apex del ventriculo izquierdo atravesando la valvula mitral,
de manera cuidadosa para no lesionar la auricula, tensando después la seda alrededor
de los ventriculos. Una vez canulada la circulacién pulmonar, el liquido de perfusién se
recirculd por el sistema a una velocidad de 4 ml/minuto, dejando 40 ml de la solucion de
Krebs en el reservorio. Durante el experimento, se afiadié ad libitum antifoam al
reservorio para evitar la formacién de espuma.

Aislamiento del bloque pulmén-corazéon (Figura 8): una vez conectado el sistema de
perfusidén, se procedié a la separacion de los pulmones y el corazén en bloque. Se
liberaron las adherencias del tejido conectivo pleuro-pulmonar, y mediante la traccion de
la aorta, se levantaron los pulmones y el corazén, disecando con las tijeras curvas el
mediastino posterior, y cortando finalmente la traquea y el eséfago. Una vez aislado el
bloque corazén-pulmaon, se colocé en la camara de ventilacion. La cirugia se realizé con

extremo cuidado para evitar lesionar los pulmones.
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CANULA
AURICULA
IZQUIERDA

Canulacién de la arteria pulmonar y la auricula izquierda.
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Figura 8. Aspecto final del pulmén ventilado y perfundido.
4.2. FASE Il: MODELO DE DISFUNCION VASCULAR EX VIVO

En la segunda fase se realizé un bioensayo en un modelo ex vivo de funcién

vascular.

Para los experimentos se utilizaron ratas sanas SD de 12-16 semanas de edad, que
se anestesiaron via intraperitoneal con ketamina 90 mg/kg y diacepam 5 mg/kg. Mediante
toracotomia se identificaron las estructuras vasculares toracicas y se extrajo la aorta
toracica, que fue recogida en un recipiente con solucion de Krebs a 4°C. A continuacion se

corto en 8 anillos de 3-5 mm de longitud.
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Figura 9. Detalle de la limpieza y corte de la aorta toracica de la rata para el
estudio de la funcion vascular ex vivo.

Los 8 anillos se montaron en 8 diferentes bafios de 6rganos, sujetos entre dos
soportes de acero inoxidable, conectados a un transductor de tension, para el estudio de la
funcién vasodilatadora y vasoconstrictora. La sefiales del transductor se amplificaron
(BIOPAC® Systems, Inc, Santa Barbara, California, Estados Unidos) y se grabaron en un
ordenador usando el software Acgknowledge®. El bafio contenia 5 ml de solucion de Krebs
a 37°C, burbujeada con 95% de O, y 5% de CO; (pH 7,40).

Figura 10. Anillo montado en el bafio de 6rganos. Se observa el anillo de aorta
montado entre los 2 alambres de acero inoxidable.
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Figura 11. Esquema del sistema de registro de la reactividad vascular.

Figura 12. Registro Acgknowledge®.
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5. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

5.1. FASE || MODELO DE DANO PULMONAR INDUCIDO POR LA
VENTILACION MECANICA

En la primera fase, los animales fueron asignados a 2 grupos de ventilacion:

- Grupo control, ventilado con la estrategia protectora (V1 bajo de 6ml/kg y PEEP=5
cmH,0.
- Grupo de dafio pulmonar (V1 elevado de 25ml/kg y PEEP= 0 cmH,0).

Los primeros 30 minutos (periodo de estabilizacion), ambos grupos se ventilaron con
la estrategia protectora. Posteriormente, segun su asignacion, se ventilaron durante 150
minutos con V1 bajo o Vr elevado. En ambos grupos la frecuencia respiratoria (FR) fue de 60
respiraciones por minuto (rpm), el tiempo inspiratorio (Ti) 0,5 segundos y se ventilaron con
aire ambiente (FiO, 21%). El espacio muerto, ya calculado en experimentos previos [5], se
aumentd en los animales ventilados con Vr elevado para lograr valores de pCO,

comparables en ambos grupos.

PERIODO DE PERIODO DE
ESTABILIZACION | VENTILACION
(V: BAJO) MECANICA

S
><

30 min 150 min

Grupos VM:

-Vt bajo: Vy 6 mli/kg
PEEP 5 cm H;0

- Vy elevado: Vy 25ml/kg
PEEP 0 cm H;0

v

Figura 13. Diagrama del protocolo experimental de la Fase |I.
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Una vez finalizado el experimento de VM, se conservaron los fragmentos de pulmon

derecho congelados a -80°C, y el pulmén izquierdo se fijo en formaldehido al 10%.

5.2. FASE |l: MODELO DE DISFUNCION VASCULAR EX VIVO

En la segunda fase, tras finalizar el periodo de ventilacion, se recolect6 el liquido de
perfusion que habia circulado por los pulmones. Se procedi6 a la incubacion de los anillos
de aorta extraidos de una rata sana, diferente a la utilizada en el modelo de ventilacion
mecanica, para el estudio de la funcion vasodilatadora y vasoconstrictora (Figura 11). Se
compararon las respuestas entre los anillos incubados con el liquido de perfusion
procedente de los grupos ventilados con Vt bajo o Vt elevado, con/sin atrapador y liquido de
perfusién que no habia pasado por el pulmén. En cada experimento de funcion vascular se
testaron ocho anillos (Figura 14):

- Dos anillos controles (para comprobar el funcionamiento de cada arteria), incubados

con liquido de perfusién no utilizado en el experimento que no habia pasado por el
pulmon.

- Dos anillos problema, incubados con el liquido de perfusiébn (Krebs problema)
procedente del experimento de ventilacion mecanica (V1 bajo o elevado), sin afadir

tratamiento.

- 2 parejas de anillos tratados, incubados con el liquido de perfusion procedente del

experimento, preincubados con los farmacos estudiados.
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Figura 14. Esquema del protocolo experimental.

Una vez colocados los anillos en los soportes metalicos (Figura 10), se dejaron

estabilizar durante 60 minutos, con una tension en el caso de la aorta de 1,5 gramos.

Después, los segmentos arteriales fueron contraidos con potasio (K*) 75 mM, durante 2

minutos, para comprobar la viabilidad del vaso. A continuacién, los anillos arteriales se

lavaron tres o cuatro veces con solucién de Krebs para eliminar el efecto del K*, dejando

luego en reposo a los segmentos durante 30 minutos antes de comenzar el experimento.

Para examinar la implicacion de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrégeno

(ERN)

en la disfuncion vascular asociada al dafio pulmonar inducido por ventilacién

mecanica, se analizé la respuesta de los anillos al tratamiento con distintos atrapadores de

radicales libres. Se testaron los efectos de:

82



Material y métodos

- Zn-Mn Superoxido dismutasa (SOD), un atrapador de radicales libres extracelular.
- Tempol (un radical libre permeable a membranas celulares y atrapador de
peroxinitrito).
- Mn (Ill) tetrakis 1-metil-4—A4piridil porfirina (MNTMPyP), un SOD mimético permeable
a membranas celulares y catalizador de la descomposicion del peroxinitrito.
Los tres atrapadores a testar (SOD, tempol y MnTMPYP), se probaron de 2 en 2 en cada
experimento, en cada uno de los grupos de ventilacibn mecéanica, de la siguiente forma:
SOD-tempol; SOD- MNnTMPyP; tempol- MnTMPyP (Figura 14).

Una vez estabilizados tras el periodo de reposo, los diferentes anillos vasculares se
. , . -4
trataron o no incubandolos durante 15 minutos con SOD (100 U/ml), tempol (10 M) o

MnTMPyP (10 M),

Transcurridos los 15 minutos de preincubacién con los farmacos, se procedié a cambiar
el liquido de perfusion del bafio por el liquido de perfusion problema que habia pasado por el
pulmédn, salvo en el caso de los 2 controles. Los anillos se dejaron incubar con este liquido

de perfusion durante 60 minutos (Figura 15).

Inicio Curvadosis-respuestay
experimento recogida demuestras

ESTABILIZACION | REPOSO PREII'QCUBACK')N INCUBACION
FARMACO ANILLOS KP/KC

& =~
>

v
A

& > L
< e

v

60 min 30 min 15 min 60 min
Contraccion Preincubacion Cambio bafo anillos
con K+ anillos con SOD, por Krebs problema
(viabilidad del tempolo MnTMPyP (KP) o Krebs control
vaso)y lavado (4 anillos por (KC) seglin proceda
con KHS experimento)

Figura 15. Esquema del protocolo experimental de los experimentos de funcion
vascular.
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Tras el periodo de incubacion con el Krebs problema (KP) o Krebs control (KC), se
realizé la curva de funcién vascular. La acetilcolina (Ach, un vasodilatador dependiente de
oxido nitrico) y la norepinefrina (NE, un vasoconstrictor alfa adrenérgico) se eligieron como
sustancias vasoactivas, para testar, respectivamente, la funcion endotelial y la funcion
vascular del musculo liso.

Las curvas de funcion vascular se realizaron de la siguiente manera:

- Curvas de relajacion (Figura 16): se administré para contraer los anillos NE (dosis

de NE 10°M 6 3 x 10® M). Esto se hizo con el fin de obtener una respuesta contractil

que fuera, al menos, el 80% de la obtenida con el K* (75 mM). Cuando se estabilizd
la contraccion, se relajé con dosis crecientes y acumulativas de Ach (102 M a 10 M),
y se realizd una curva concentracion-respuesta a Ach. La curva de relajacion se
compone de las siguientes dosis de Ach: 108 M, 3x10® M, 107 M, 3x10" M, 10 M,
3x10°® M y 10° M. Los datos se presentan como el porcentaje de la contraccion

residual en relacidon con la méaxima contraccion alcanzada con NE.

o CURVA RELAJACION
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Figura 16. Ejemplo de curva dosis-respuesta de relajacion.
En el eje de ordenadas se representa el tanto por ciento de contraccién residual en relacion con la
maxima contraccion alcanzada con NE, y en el eje de abscisas las dosis crecientes de Ach.
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Curvas de contraccion (Figura 17): en otros anillos vasculares se estudié la

respuesta a concentraciones crecientes de norepinefrina (10° M a 10 M), con el fin

de estudiar la respuesta contractii de estos vasos, realizando una curva dosis-

respuesta. Los datos se presentan como el porcentaje de contraccion en relacion a la

maxima contraccion alcanzada con potasio.
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Figura 17. Ejemplo de curva dosis-respuesta de contraccién

En el eje de ordenadas se representa el porcentaje de contraccion en relacibn a la maxima
contraccién alcanzada con potasio y en el eje de abscisas las dosis crecientes de NE administradas.

Las dosis y tiempos de incubacion de estas drogas se eligieron basandose en estudios

6. TAMANO DE LA MUESTRA

previos de sus efectos en diferentes modelos [123,124].

El tamafio de la muestra se estimé en base a: i) estudios previos experimentales en

modelos ex vivo [22], en los que se demostré que un tamafo de la muestra de 6-8 animales
por grupo es adecuado, y ii) a nuestra experiencia previa con el modelo, en el que se
demostré la existencia de un fendmeno con relevancia clinica [125], consistente en que

aplicando los mismos parametros en animales con caracteristicas similares (Vt elevado en
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animales sanos), aproximadamente la mitad mostraban dafio pulmonar, mientras que la otra
mitad se comportaba como el grupo ventilado con Vr bajo, sin presentar dafio pulmonar, por
lo que el numero de animales utilizados en los experimentos de Vr elevado es
aproximadamente el doble. De esta manera se analizaron las respuestas de dos subgrupos
con relevancia clinica y se compararon los experimentos de los pulmones que mostraban

dafio pulmonar con los que no lo presentaban.

En cada experimento se utiliz6 un animal para el modelo ex vivo de VM y otro animal
para el modelo de reactividad vascular. Se realizaron 4 experimentos de reactividad vascular
por cada una de las sustancias probadas (SOD, tempol y MnTMPyP), en el caso de los
experimentos realizados con V1 bajo. Se calcularon 12 experimentos por farmaco en el caso
de los experimentos realizados con Vy elevado, por los motivos mencionados anteriormente.
Este esquema fue similar tanto en los experimentos de contraccién, como de relajacion
vascular. Dado que por cada experimento se probaron 2 farmacos, el nUmero de animales

necesario se dividid entre 2.

Por lo tanto, el tamafio de la muestra calculado fue de 96 animales (Tabla 5):

- 48 animales para los experimentos de ventilacion mecanica: 12 para Vr bajo y 36
para Vy elevado.

- 48 animales para los experimentos de funcién vascular: 24 para vasoconstriccion y

24 para vasodilatacion.

VASODILATACION VASOCONSTRICCION TOTAL

V; bajo V; elevado V; bajo V; elevado
4 12 4 12
4 12 4 12
MnTMPyP 4 12 4 12
12/2=6 36/2=18 12/2=6 36/2=18 48
animales animales animales animales animales
FUNCION 12/2=6 36/2=18 12/2=6 36/2=18 48

VASCULAR animales

Tabla 5. Esquema del tamafio de la muestra (Fase 1y 2).

animales

animales

animales

animales
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Asumiendo un porcentaje pérdidas del 10% debido a experimentos fallidos por muerte
prematura del animal o problemas técnicos en el modelo (embolia gaseosa, problemas en la

cirugia, etc), el numero total de animales calculado fue de 106.
7. VARIABLES DE ESTUDIO

7.1 Medidas hemodinamicas y respiratorias

Para valorar el dafio pulmonar y monitorizar los parametros de VM, se registraron la
presién pico inspiratoria (PIP), ademas de la presion media en la via aérea (Paw) Yy la PEEP,
a través de un transductor de presion conectado a la traqueostomia. Por otro lado, se midi6
la presion en la arteria pulmonar mediante un catéter conectado a la canula de la arteria
pulmonar y un transductor de presion. Estas medidas se registraron cada 30 minutos desde
el inicio del periodo de estabilizacion (T= -30 minutos) hasta el final del experimento (T=150

minutos).

7.2. Andlisis histologico

El dafio pulmonar se corroboré mediante la presencia de membranas hialinas en el
andlisis histolégico (patron oro del modelo de dafio pulmonar agudo). Se tomaron tres
porciones del pulmén izquierdo para su analisis histologico: la zona correspondiente al hilio,
una inmediatamente por encima y otra por debajo. Cada una de ellas fue cortada en
secciones de 5 uym y tefida con hematoxilina-eosina. Se eligieron diez campos de cada
seccién, que fueron analizados mediante microscopio 6ptico. Para cuantificar el dafio
pulmonar se empleé un indice basado en el trabajo de Matute-Bello et al. [126]. Este score
evalla la presencia de neutréfilos en el espacio alveolar e intersticial, membranas hialinas,

residuos proteinaceos en los espacios aereos y engrosamiento septal (Figura 18).

Este analisis fue realizado por la Dra. Aida Ballén Barragan, del servicio de Anatomia
Patolégica del Hospital Universitario de Getafe, de manera ciega para el grupo al que

correspondian las muestras.
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SCORE POR CAMPO
0 1 2
A. Neutrofilos en el espacio .
Ninguno 1-5 >5
alveolar

B. Neutrofilos en el espacio
intersticial

C. Membranas hialinas Ninguna 1 >1
D. Material proteinaceo en los .
. Ninguno 1 >1
espacios alveolares

E. Engrosamiento septos alveolares <2x 2x-4x >A4x

Ninguno 1-5 >5

SCORE=[(20x A) + (14 x B) + (7 x C) + (7 x D) +( 2 x E)]/(nimero de campos x 100)

Figura 18. “Lung injury scoring system”. Modificado de Matute-Bello et al. [126]. Este
score evalla asigna una puntuacion de 0, 1 6 2 puntos segun la presencia de un ndamero
determinado de elementos por campo: neutrofilos en el espacio alveolar e intersticial,
membranas hialinas, residuos proteinaceos en los espacios aéreos y engrosamiento septal.
Finalmente, cada puntuacién se multiplica por un coeficiente, y el sumatorio total se divide
entre el nUmero de campos estudiados por 100, obteniendo la puntuacion total del score.

7.3. Medidas en el liquido de perfusion

Con el objeto de evaluar indirectamente el dafio celular producido por la VM lesiva, y
para comparar las caracteristicas basales de los diferentes grupos, se realizé en el liquido
de perfusidon una gasometria, hemograma, medicién de lactato, glucosa, creatinina, lactato
deshidrogenasa (LDH), creatin kinasa (CK), sodio, potasio, cloro, calcio, proteinas totales y

osmolalidad. Se analizaron las muestras antes de T=0 y al final del experimento en T=150.
7.4. Curva dosis-respuesta de relajacion y contraccion

Se realizaron 2 curvas dosis-respuesta: 1) relajacion (dosis crecientes Ach) y ii)
contraccion (dosis crecientes NE), para cada una de las 3 sustancias testadas (vide supra).
Estas se compararon con la curva dosis-respuesta de los anillos incubados con el liquido de
perfusion control y problema, con el objeto de valorar el efecto de los inhibidores del estrés
nitro-oxidativo sobre la disfuncion vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la

ventilaciéon mecanica.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Para demostrar nuestro tercer objetivo, la existencia de dos fenotipos de respuesta a la
VM, caracterizados por la presencia o ausencia de dafio alveolar difuso, se realiz6 una
curva ROC (Receiver Operating Characteristic), que relacionaba el valor de PIP maxima
alcanzado durante el experimento, con la presencia o ausencia de membranas hialinas,
puesto que no disponiamos de muestras histologicas de todos los pulmones. Se determino
el valor de PIP maxima con mejor sensibilidad y especificidad. De esta manera, se utilizo el
valor de PIP maxima, como un subrogado de la presencia/ausencia de membranas hialinas,

y por consiguiente de la presencia/ausencia de probable dafio alveolar difuso.

En base a este andlisis, en los resultados se realizan comparaciones entre los 2 grupos
de VM (V1 bajo y V1 elevado), y posteriormente se analizan en funcion del Vy aplicado y el

punto de corte de PIP maxima obtenido.

En aquellas variables en los que el valor basal de los parametros era diferente en los
grupos analizados, se realizaron las comparaciones utilizando el delta (valor final — valor
basal). Un ejemplo de estos parametros son la PIP y la distensibilidad, ya que el V1 aplicado
influye en ambos valores, por lo que su valor basal y final no son comparables en los
diferentes grupos de VM. De la misma forma, también se analizé la diferencia entre los

valores basales y finales de los parametros analiticos en los diferentes grupos.

Los parametros basales y finales en los diferentes grupos, asi como el delta entre los
parametros basales y finales, se analizaron mediante:
- Prueba T de Student, en el caso de comparaciones entre 2 grupos.
- Analisis de la variancia (ANOVA), en el caso de las comparaciones entre 3 grupos.
Las comparaciones multiples, se realizaron mediante la correccién de Bonferroni,

cuando el ANOVA de la comparacion global resulto significativo.

La evolucién de los diferentes parametros desde el inicio del experimento (basal) al final
del mismo, en cada grupo, se analizé mediante:

- Prueba T de Student para muestras pareadas.
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En el caso de las variables cualitativas, se compararon mediante el la prueba de Chi
cuadrado.

En el andlisis de las curvas dosis-respuesta de los anillos aérticos, se realiz6 un
ANOVA para medidas repetidas de los valores de la curva, comparando los anillos control

y problema, en cada uno de los grupos de ventilacion.

Para evaluar si los farmacos inhibidores del estrés nitro-oxidativo, modificaban la
alteracion en la funcion vascular asociada con la VM, se analizd6 con un ANOVA para
medidas repetidas los valores de la curva dosis-respuesta de los anillos, comparando los
anillos control, problema y tratado, en cada uno de los grupos de ventilacion.

Los valores de los diferentes pardmetros se representan como media * error estdndar de
la media (EEM).

En todos los analisis se considerd estadisticamente significativo un valor de p menor de

0,05. El analisis estadistico se ha realizado con el programa SPSS version 19.0.
9. CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto ha sido aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital Universitario
de Getafe. Los procedimientos con los animales se realizaron siguiendo los principios de
laboratorio animal (Directiva 2010/63/UE, RD 53/2013 BOE-A-2013-1337, Ley 32/2007 BOE
7-11) y las guias del Hospital Universitario de Getafe, garantizando el confort de los

animales durante todas las fases de los experimentos.

Los experimentos han sido realizados por una investigadora con Categoria B y C de

Experimentacién con animales.
10. FINANCIACION

El proyecto ha sido financiado por la Beca Ruza 2014, concedida por la Sociedad

Espafiola de Cuidados Intensivos Pediatricos (SECIP).
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1. DETERMINACION DEL VALOR DE PRESION INSPIRATORIA PICO MAXIMA QUE
PREDICE EL DESARROLLO DE DANO HISTOLOGICO PULMONAR

Para demostrar los objetivos 3 y 4, se realizé un analisis estadistico para determinar si
los pulmones que presentaban dafio alveolar difuso (DAD) mostraban una mayor alteracion

tanto a nivel pulmonar como sistémico, respecto a los pulmones sin DAD.

Para ello, se determind el punto de corte del valor de PIP maxima en relacién al grado
de dafio histol6gico mediante una curva ROC. En cuanto al dafio histologico, se clasificé en
base a la presencia o no de membranas hialinas (variable binaria: membranas hialinas 0 vs.
1 6 2; ningun pulmén presenté mas de 2 membranas hialinas), ya que este hallazgo es
considerado el méas caracteristico en el SDRA [127,128]. El area bajo la curva calculada fue
de 0,857 (IC 95% 0,727 a 0,987, p<0,01, Figura 19). A continuacion, se identifico el punto de
corte del valor de PIP maxima en relacion a la presencia o ausencia de membranas hialinas
en el andlisis histolégico. El valor de PIP maxima con mejor sensibilidad y especificidad
correspondié a una PIP maxima mayor o igual de 15 cm H,O (sensibilidad 95,5% vy
especificidad 79,2%, Youden 74,6%). Con este punto de corte, el valor predictivo positivo era

de un 80,8% vy el valor predictivo negativo de un 95%.

En base a estos resultados, se analiz6 el efecto de la VM sobre el pulmén y la funcion
vascular, en primer lugar entre los 2 grupos de VM (V1 bajo y Vr elevado), y posteriormente
en los pulmones ventilados con V+ elevado en funcion de la PIP maxima alcanzada durante

el experimento, distinguiendo 2 fenotipos, que hemos denominado:
- Vgtelevado sin dafio pulmonar (PIP maxima <15 cm H,0).

- Vrelevado con daino pulmonar (PIP maxima 215 cm H,0).
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0,67

Sensibilidad

0,2

0,0

7

I
0,0

0,2

n',4 D:B
1 - Especificidad

Figura 19. Curva ROC que relaciona el valor de PIP maxima en relacién a presencia o
no de membranas hialinas. Area bajo la curva=0,857 (IC 95% 0,727 a 0,987, p<0,01).
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RESULTADOS DEL OBJETIVO 1. DEMOSTRAR QUE LA VENTILACION
MECANICA UTILIZANDO UN VOLUMEN TIDAL ELEVADO EX VIVO SE ASOCIA
CON VILI

Resumen de los resultados del objetivo 1. demostrar que la ventilacion mecéanica

utilizando un volumen tidal elevado ex vivo se asocia con VILI

» Los pulmones ventilados con Vr elevado experimentaron un aumento progresivo de
la PIP y un descenso de la distensibilidad dinamica a lo largo del tiempo de
observacion de 150 minutos, significativamente mayor respecto a los pulmones

ventilados con Vt bajo.

» Los pulmones ventilados con Vt elevado con dafio pulmonar presentaron un mayor
aumento de la PIP y un descenso de la distensibilidad dinamica, significativo en

relacion a los pulmones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar.

» La puntuacion total del indice de dafio pulmonar fue significativamente mayor en el
los pulmones ventilados con Vr elevado, respecto a los pulmones ventilados con Vt
bajo. Las membranas hialinas fueron mas frecuentes en los pulmones ventilados con
Vt elevado con dafio pulmonar, siendo la diferencia significativa. La puntuacion total
del indice de dafio pulmonar fue mayor en los pulmones ventilados con V+ elevado
con dafio pulmonar, pero las diferencias no fueron significativas respecto al grupo de

V't elevado sin dafio pulmonar.

» Respecto a las caracteristicas del liquido de perfusion, en el grupo ventilado con Vr
elevado, se observé de forma significativa en relacion al grupo ventilado con V-t bajo:
un aumento en los valores finales de lactato, LDH y CK, y aumento de la diferencia
entre los valores de proteinas basales menos finales, asi como un descenso en los

valores finales de glucosa y calcio.

» En el grupo ventilado con Vt elevado con dafio pulmonar, se observd de forma
significativa en relacion al resto de grupos: un aumento en los valores finales de

lactato, LDH, CK y AST, asi como un descenso en los valores finales de glucosa.
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1. MECANICA PULMONAR
1.1. Presiones pico inspiratorias en la via aérea
En los pulmones ventilados ex vivo con 2 estrategias de VM (Vr bajo de 6 ml/kg y PEEP
de 5 cm H,0 o V+ elevado de 25 mi/kg y PEEP de 0 cm H,0), se monitorizo la PIP, antes de
comenzar el experimento, y cada 30 minutos durante los 150 minutos de duracion del
mismo. Para comparar ambos grupos, se calcul6 el delta de PIP (diferencia entre los valores

de PIP maxima y los valores de PIP en T=0).

En el grupo ventilado con V1 bajo, la PIP no se modificé de forma significativa a lo largo
del experimento (delta de PIP 0,76 + 0,18 cm H,0). Sin embargo, en el grupo ventilado con
Vr elevado, la PIP aument6 de forma significativa durante el experimento (delta de PIP 3,52
+ 0,44 cm H,0), siendo el delta del PIP significativamente mayor en este grupo (p=0,000)
(Figura 20 y Tabla 6).

22
——VT ELEVADO

20
VT BAJO

18
*

16

14

12

PIP (cmH,0)

10

T=0 T=30 T=60 T=90 T=120 T=150
Duracién del experimento (minutos)

Figura 20. Valores de la PIP a lo largo del experimento. Los valores son media + EEM. Se
sefala la significacion estadistica (*) del efecto de la VM respecto al grupo ventilado con V: bajo
(p<=0,000) (Prueba T).
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GRUPO n PIP basal PIP T=0 PIP maxima Delta PIP
V1 bajo 17 | 10,35+ 0,28 | 10,06 + 0,26 | 10,82 + 0,31 | 0,76 £ 0,18
Vt elevado | 52 | 10,29 + 0,13 | 14,33+ 0,21 | 17,85+ 0,49 | 3,52 + 0,44 *

Tabla 6. Valores de PIP basal, al inicio del experimento (T=0), PIP maxima y delta de
PIP en los 2 grupos de VM. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica
(*) del efecto de la VM respecto al grupo ventilado con Vr bajo (p=0,000) (Prueba T).

En el andlisis en funcion de la PIP méxima alcanzada durante el experimento, en el

grupo ventilado con Vi elevado sin dafio pulmonar, la PIP no aumenté de forma

significativa durante el experimento, mientras que en el grupo ventilado con V1 elevado con

dafio pulmonar, la PIP aumento significativamente durante los 150 minutos (delta de PIP de

4,43 + 0,49 cm H,0). El delta de PIP fue significativamente mayor en este grupo, respecto a

los pulmones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar (delta de PIP 0,5 + 0,26 cm

H,0, p=0,000) y los pulmones ventilados con Vt bajo (p=0,000) (Figura 21y Tabla 7).
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— , 44—
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DARNO PULMONAR

~8#-VT ELEVADO CON
DANO PULMONAR

T=0

T=30 T=60

T=90 T=120
Duracion del experimento (minutos)

T=150

Figura 21. Valores de la PIP a lo largo del experimento en funcion de la PIP maxima.
Los valores son media + EEM. Se sefala la significacion estadistica (p<0,01) del efecto de la VM
respecto al grupo ventilado con Vr bajo (*) y el grupo ventilado con Vr elevado sin dafio pulmonar ()

(ANOVA).
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GRUPO n PIP basal PIP T=0 PIP maxima Delta PIP

VT elevado sin
12 | 9,75+ 0,25 12,92 + 0,31 | 13,42 + 0,19 0,50 + 0,26
daio pulmonar

V+ elevado con
5 40 |10,45+0,14 | 14,75 +0,21 19,18 + 0,46 443 + 0,49 *
daio pulmonar

Tabla 7. Valores de PIP basal, al inicio del experimento (T=0), PIP maxima y delta de
PIP en funcién de la PIP maxima. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion
estadistica (p<0,01) del efecto de la VM respecto al grupo ventilado con V; bajo (*) y el grupo
ventilado con Vr elevado sin dafio pulmonar (1) (ANOVA).

1.2. Distensibilidad dindmica
Se valor6 la distensibilidad dinamica (Cpyn) del sistema respiratorio (dynamic
compliance), calculada como el volumen corriente dividido entre la diferencia entre la PIP y
PEEP (Cpyn= V1/[PIP-PEEP]). Para las comparaciones entre los 2 grupos de VM se calculé
el delta de distensibilidad (diferencia entre el valor de distensibilidad en T=0 y el valor

minimo de distensibilidad).

En el grupo ventilado con Vt bajo, la distensibilidad no se modific6 de forma significativa
a lo largo del experimento (delta de Cpyn 0,05 £ 0,02 ml/cm H,0). Sin embargo, en el grupo
ventilado con V1 elevado, la distensibilidad disminuy6é de forma significativa a lo largo del
experimento (delta de Cpyy 0,13 £ 0,02 ml/cm H;0), siendo el delta de Cpyn

significativamente menor en este grupo (p=0,003) (Figura 22 y Tabla 8).

GRUPO N Covn basal Covyn T=0 Coyn minima Delta Cpyn

V1 bajo 17 0,41+ 0,02 0,45 + 0,02 0,40 + 0,02 0,05+ 0,02
V7 elevado 52 0,43 + 0,01 0,68 + 0,01 0,55 + 0,02 0,13 +0,02*

Tabla 8. Valores de distensibilidad dinamica basales, al inicio del experimento (T=0),
Coyn maxima y delta Cpyny €n los 2 grupos de VM. Los valores son media + EEM. Se sefiala la
significacion estadistica (*) del efecto de la VM respecto al grupo ventilado con V+ bajo (p=0,003)
(Prueba T).
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Figura 22. Valores de la distensibilidad a lo largo del experimento. Los valores son media
+ EEM. Se sefala la significacion estadistica (*) del efecto de la VM respecto al grupo de V; bajo
(p=0,003) (Prueba T).

En el andlisis en funcion de la PIP méxima alcanzada durante el experimento, en el
grupo ventilado con Vr elevado sin dafio pulmonar, la distensibilidad no se modificé de
forma significativa a lo largo del experimento, mientras que en el grupo ventilado con V+
elevado con dafio pulmonar, la distensibilidad disminuy6é de forma significativa a lo largo
del experimento (delta de Cpyny 0,16 = 0,02 ml/cmH,0). ElI delta de Cpyn fue
significativamente mayor en este grupo, respecto a los pulmones ventilados con Vr elevado
sin dafio pulmonar (delta de Cpyn 0,02 £ 0,02 ml/cmH,O, p=0,000), y los pulmones
ventilados con Vr bajo (p=0,0001) (Figura 23y Tabla 9).

En resumen, los pulmones ventilados con Vr elevado, mostraron un aumento
significativo de la PIP y un descenso significativo de la Cpyy, €n relacion con los pulmones
ventilados con V1 bajo. Ademas, en los pulmones ventilados con V1 elevado con dafio
pulmonar, aumento la PIP y descendio la Cpyy, de forma significativa, en comparacion a los

pulmones ventilados con V1 bajo y V1 elevado sin dafio pulmonar.
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GRUPO n Covn basal Covn T=0 Covn T=150 Delta Covn
V1 elevado sin
. 12 0,45+ 0,10 0,75+ 0,02 0,73 £ 0,02 0,02 + 0,02
dafio pulmonar
Vr elevado con
40 0,43+0,13 0,66 = 0,01 0,49 + 0,02 0,16 = 0,02*t

dafno pulmonar

Tabla 9. Valores de distensibilidad dinamica basales, al inicio del experimento (T=0),
Coyn méxima y delta Cpyn en funcion de la PIP maxima. Los valores son media + EEM. Se
sefala la significacion estadistica (p<0,01) del efecto de la VM respecto al grupo ventilado con V+
bajo (*) y el grupo ventilado con V; elevado sin dafo pulmonar (1) (ANOVA).

1 VT BAJIO
——VT ELEVADO SIN DANO PULMONAR
-B-VT ELEVADO CON DARNO PULMONAR

o §/§\{_;——+_\§

=)
T 06

£ O
=2
E * 1
S S
= ' . t g i I
@ 04 1 L
wv
=
w
=
@
=1

0,2

T=0 T=30 T=60 T=90  T=120 T=150

Duracién del experimento (minutos)

Figura 23. Valores de la distensibilidad a lo largo del experimento en funcion de la PIP
maxima. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica (p<0,01) del efecto de
la VM respecto al grupo ventilado con V+ bajo (*) y el grupo ventilado con V; elevado sin dafio
pulmonar (1) (ANOVA).

2. ESTUDIO HISTOLOGICO: INDICE DE DANO PULMONAR

Se realiz0 el estudio histologico en 46 pulmones (un 67% de un total de 69 pulmones).
De los 46 pulmones estudiados, 13 habian sido ventilados con V+ bajo y 33 con Vr elevado.
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En los pulmones ventilados con V1 bajo se observaron de forma ocasional neutrofilos
intra alveolares e intersticiales, material proteindceo y engrosamiento de los septos
alveolares. No se visualizdé ninguna membrana hialina en los cortes de tejido pulmonar de los

pulmones ventilados con V1 bajo (Tabla 10).

En los pulmones ventilados con Vt elevado, el hallazgo histolégico mas frecuente fue la
presencia de membranas hialinas, presentes en 22 de los 33 pulmones pertenecientes a
este grupo. El segundo hallazgo mas frecuente fue la presencia de neutroéfilos intersticiales
(14/33), seguido de los neutrofilos intra alveolares (10/33), material proteinaceo (6/33),
hemorragia (3/2633) y engrosamiento de los septos alveolares (2/33) (Tabla 10).

En relacién a la puntuacion total del score, en los pulmones ventilados con V+t bajo fue
de 6,54 + 3,41 mientras que en los pulmones ventilados con V+ elevado fue de 22,85 + 4,16,
siendo las diferencias estadisticamente significativas entre los 2 grupos (p=0,004) (Tabla
10).

INDICE DE DANO :
V7 bajo V1 elevado Valor de p
PULMONAR
Neutrofilos 0.315
espacio intersticial 313 e ’
Neutroéfilos intra 0,141
alveolares e e
Membranas o <0.001
T 0/13 22/33 J
Material 0.689
proteinaceo i3 6/93 ’
Septos alveolares 1/13 2/33 1,00
Hemorragia 0/13 3/33 0,548
Score 6,54 +341 | 2285+4,16* 0,004

Tabla 10. indice de dafio pulmonar en los 2 grupos de VM. De cada componente del score
se especifica en cada grupo cuantos pulmones del total de pulmones estudiados en ese grupo
presentaron dicho hallazgo histolégico. En la dltima columna se muestra la significacién estadistica
(p<0,01) respecto a los pulmones ventilados con Vt bajo (*) (x* para variables cualitativas y Prueba t
para variables cuantitativas).
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En el analisis en funcion de la PIP maxima alcanzada durante el experimento, en los
pulmones ventilados con Vr: elevado sin dafio pulmonar, se encontraron de forma
ocasional neutrdfilos intra alveolares e intersticiales, material proteinaceo y membranas
hialinas (estas ultimas s6lo en un pulmon). En los pulmones ventilados con V+t elevado con
dafio pulmonar, el hallazgo histologico mas frecuente fue la presencia de membranas
hialinas, presentes en 21 de los 26 pulmones pertenecientes a este grupo. El segundo
hallazgo més frecuente fue la presencia de neutrdfilos intersticiales (11/26), seguido de los
neutrofilos intra alveolares (9/26), material proteinaceo (5/26), hemorragia (3/26) y

engrosamiento de los septos alveolares (2/26) (Tabla 11).

INDICE DE DANO : V1 elevado sin | Vr elevado con
Vt bajo Valor de p
PULMONAR dafo pulmonar | dafio pulmonar
Neutrofilos
espacio intersticial 313 3/7 11/26 0,432
Neutrofilos intra 0,185
alveolares 1/13 1/7 9/26
Membranas * <0.001
hialinas 0/13 117 21/26 * t ’
Material 0.926
proteinaceo 3/13 17 5/26 ,
Septos alveolares 1/13 or7 2/26 0,786
Hemorragia 0/13 0/7 3/26 0,323
Score 6,54 + 3,41 11,50 + 6,53 25,37 £ 4,94,78 * 0,029

Tabla 11. indice de dafio pulmonar en funcion de la PIP méaxima. De cada componente del
score se especifica en cada grupo cuantos pulmones del total de pulmones estudiados en ese grupo
presentaron dicho hallazgo histoldgico. En la Ultima columna se muestra la significacion estadistica
(p<0,01) respecto a los pulmones ventilados con V; bajo (*) y los pulmones ventilados con V¢
elevado sin dafio pulmonar (1) (x® para variables cualitativas y Kruskal-Wallis para variables
cuantitativas).

En relacion a la puntuacion total del score, en los pulmones ventilados con Vy
elevado sin dafio pulmonar fue de 11,5 + 6,53 y en los pulmones ventilados con Vr elevado
con dafo pulmonar fue de 25,37 £ 4,78. Las diferencias entre las puntuaciones de los 3
grupos fueron estadisticamente significativas (p=0,029). Al comparar los grupos 2 a 2, las

diferencias entre la puntuacion del score de los pulmones ventilados con V1 bajo y los
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pulmones ventilados con Vr elevado que presentaron dafio pulmonar fueron
estadisticamente significativas (p=0,034), pero no se encontraron diferencias entre las
puntuaciones del score de los pulmones ventilados con Vr elevado con y sin dafio pulmonar
(p=0,46) (Tabla 11).

En resumen, los pulmones ventilados con V+ elevado, sobre todo aquellos con dafio
pulmonar, presentaron con mayor frecuencia presencia de membranas hialinas, siendo las
diferencias estadisticamente significativas respecto a los pulmones ventilados con V1 bajo y
los pulmones ventilados con V1 elevado sin dafio pulmonar. En relacion al indice de dafio
pulmonar, fue significativamente mayor en los pulmones ventilados con Vy elevado
(respecto al grupo de V1 bajo), y en los pulmones ventilados con Vt elevado con dafio
pulmonar (respecto al grupo de Vr bajo; diferencias no significativas respecto al grupo de Vt

elevado sin dafio pulmonar).

3. COMPOSICION DEL LIQUIDO DE PERFUSION
3.1. Equilibrio acido-base y lactato en el liguido de perfusién
Se midieron los parametros del equilibrio acido-base y lactato en el liquido de perfusion
del reservorio, procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo y con Vr elevado, antes

de comenzar el experimento (basal) y al final del mismo (T=150).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en las
determinaciones basales (Tabla 12). En relacion a las determinaciones finales, el lactato
fue significativamente mayor en el grupo ventilado con Vr elevado, en comparaciéon con el
grupo ventilado con Vt bajo (p=0,048), sin encontrar diferencias significativas en el resto de

pardmetros entre los 2 grupos de VM (Figura 24 y Tabla 12).

En el liquido de perfusion proveniente tanto de los pulmones ventilados con Vr bajo
como con Vt elevado, se observé a lo largo del experimento, un descenso estadisticamente
significativo del pH y el bicarbonato, asi como un incremento estadisticamente significativo
del exceso de bases y el lactato. No se encontraron cambios en las cifras de pO; entre los

valores basales y finales en ambos grupos. En el grupo ventilado con Vt elevado se observé
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un descenso estadisticamente significativo en los valores de pCO,, pero no en el grupo
ventilado con V1 bajo (Tabla 12).

1,6

1,4

1,2 *
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>
g 1 T
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Figura 24. Valores de lactato medidos en el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados con Vt bajo y Vr elevado, antes de comenzar el experimento

(basal) y al final del mismo (T=150). Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion
estadistica (*) vs. V1 bajo (p=0,048) (Prueba T).

Se compararon las diferencias entre los valores basales y finales de los diferentes
parametros (pH basal-final; bicarbonato basal-final;, exceso de bases final-basal; pO, basal-
final; pCO, basal-final; lactato final-basal), entre los 2 grupos de VM, sin encontrar

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 12).

En el analisis en funcion de la PIP maxima alcanzada durante el experimento, el lactato
fue significativamente mayor en el liguido de perfusion proveniente de los pulmones
ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar, en comparacion con los grupos de V1 bajo
(p=0,016) y V7 elevado sin dafio pulmonar (p=0,01). La diferencia entre el lactato al final
del experimento y el basal, fue significativamente mayor en el liquido de perfusion

proveniente de los pulmones ventilados con Vt elevado con dafio pulmonar, en
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comparacion con los grupos de V1 bajo (p=0,022) y Vt elevado sin dafio pulmonar (p=0,012)
(Figura 25y Tabla 13).

2 VT BAJO
1,8 |—e—VT ELEVADO SIN DANO PULMONAR
1,6 |-®-VT ELEVADO CON DANO PULMONAR

1,4
% 1
1,2

1 T

0,8

Lactato (mmol/L)

0,6
0,4
0,2

0

BASAL FINAL

Figura 25. Valores de lactato medidos en el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados con Vt bajo y Vr elevado, antes de comenzar el experimento
(basal) y al final del mismo (T=150), en funcidn de la PIP méaxima. Los valores son media +
EEM. Se sefala la significacion estadistica (p<0,05) vs. V1 bajo (*) y Vt elevado sin dano pulmonar (1)
(ANOVA).

En resumen, a lo largo del experimento, en el liquido de perfusion se observo un
descenso del pH y el bicarbonato, asi como un incremento del exceso de bases y el lactato,
en todos los grupos de ventilacion. El lactato fue significativamente mayor en el liquido de
perfusién proveniente de los pulmones ventilados con Vt elevado, en comparacién con el
liquido de perfusion proveniente de los pulmones ventilados con Vt bajo. Ademas, el lactato
aumentdé en mayor medida en el liquido de perfusioén proveniente de los pulmones ventilados
con V+ elevado con dafio pulmonar, en comparacién con los grupos de V1 bajoy Vt elevado

sin dafio pulmonar, siendo las diferencias estadisticamente significativas.
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V1 bajo Vt elevado

Basal 7,5+ 0,01 7,51 £ 0,01
pH

Final | 742 +0,01* 7,45 + 0,02*
pH basal - final 0,08 £ 0,02 0,06 £ 0,02
Bicarbonato (mmol/L) Basal 17,14 £ 0,46 16,91 £ 0,25

Final | 1459 + 0,64* 13,55 + 0,23*
Bicarbonato basal — final 2,29 + 0,52 3,32 +0,24

Basal -6,01 + 0,56 -6,09 +£0,27
Exceso de bases (mmol)

Final | .9 85+0,79* -10,55 +0,35*
Exceso de bases final-basal -3,63 £ 0,70 -4,36 £ 0,30

Basal 21,94 £ 0,82 21,51+0,64
pCO2(mmHg)

Final | 22 27+0,83 19,98 + 0,74*
pCO:final — basal 0,79 £1,21 -1,67 +.,75

Basal 171,1 £ 2,03 169,0+1,16
pO2(mmHg)

Final | 168,07+1,43 170,7+1,27
pOz2 final — basal 2,07 £ 2,43 -0,563 +1,73

Basal 0,25 + 0,01 0,26 + 0,01
Lactato (mmol/L)

Final | 0,96 +0,07* 1,18 + 0,06%
Lactato final — basal 0,70 +0,07 0,93 + 0,06

Tabla 12. Parametros del equilibrio acido-base y lactato medidos en el liquido de
perfusion antes de comenzar el experimento (basal) y al final (T=150), y diferencia de
los valores basales y finales, en los 2 grupos de VM. Los valores son media + EEM. Se
sefala la significacién estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales (*) (Prueba
T) y del efecto de la VM: (1) vs. V1 bajo (Prueba T).
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Vr bajo Vr elevado sin Vr elevado con
daio pulmonar dano pulmonar

pH Basal 7,5+ 0,01 7,51 £ 0,02 7,51 £ 0,01

Final 7,42 +0,01* 7,46 + 0,03* 7,45 + 0,02*
pH basal - final 0,08 + 0,02 0,06 + 0,04 0,06 + 0,02
Bicarbonato (mmol/L) Basal 17,14 £ 0,46 16,53 £ 0,61 17,04 £ 0,27

Final 14,59 + 0,64* 13,65 + 0,51* 13,52 + 0,26*
Bicarbonato basal - final 2,29 £ 0,52 2,75+0,55 3,5+0,26

Basal -6,01 £ 0,56 -6,45 + 0,63 -5,97 £ 0,29
Exceso de bases (mmol)

Final -9,85 £ 0,79* -10,16 £ 0,76* -10,67 £ 0,39*
Exceso de bases final - basal -3,63£0,70 -3,71£0,59 -4,57 £ 0,34

Basal 21,94 £ 0,82 20,92 £ 1,37 21,70 £ 0,73
pCO2 (mmHg)

Final 22,27+0,83 19,45 + 1,33* 20,14 £ 0,88
pCO: final - basal 0,79 £ 1,21 -0,91 £ 1,97 -1,91+£0,78

Basal 171,1 £ 2,03 168,9 £ 2,36 169,0 £ 1,35
pO2 (mmHg)

Final 168,07+1,43 174,3 £ 2,22 169,6 £ 1,5
pO2 basal - final 2,07 + 2,43 -3,36 £ 2,93 0,38 + 2,08

Basal 0,25 £ 0,01 0,25 £ 0,02 0,27 £ 0,01
Lactato (mmol/L) asa

Final 0,96 + 0,07* 0,91 + 0,08* 1,26 + 0,06*H
Lactato final - basal 0,7 £ 0,07 0,66 = 0,09 1,02 £ 0,07 ++

Tabla 13. Parametros del equilibrio acido-base y lactato medidos en el liquido de
perfusion antes de comenzar el experimento (basal) y al final (T=150), y diferencia de
los valores basales y finales, en funcion de la PIP maxima. Los valores son media + EEM.
Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales (*)
(Prueba T) y del efecto de la VM: (1) vs. V1 bajo y (¥) vs. Vrelevado sin dafio pulmonar (ANOVA).
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3.2. Parametros bioquimicos en el liquido de perfusion

Se midieron los valores de glucosa, proteinas totales, iones (sodio, potasio, cloro y
calcio) y enzimas intracelulares (LDH, CK, AST y ALT), en el liquido de perfusion procedente
de los pulmones ventilados con V1 bajo y Vr elevado, antes de comenzar el experimento

(basal) y al final del mismo (T=150).

Glucosa

No se observaron diferencias en los valores de glucosa basales en el liquido de
perfusion entre los 2 grupos de VM. Los valores de glucosa en el liquido de perfusion al
final del experimento fueron menores en el grupo ventilado con V1 elevado, respecto al
grupo ventilado con V1 bajo, siendo la diferencia estadisticamente significativa (p=0,04)
(Figura 26 y Tabla 14).

100

VT BAJO

20 —+—VT ELEVADO

80
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Glucosa (mg/dl)

60 *

50

BASAL FINAL

Figura 26. Valores de glucosa medidos en el liquido de perfusion procedente de los
pulmones ventilados con Vt bajo y Vr elevado, antes de comenzar el experimento
(basal) y al final del mismo. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica
(*) vs. V1 bajo (p<0,05) (Prueba T).

En el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados tanto con Vr bajo

como con Vr elevado, se produjo un descenso estadisticamente significativo de la glucosa a

lo largo del experimento (Tabla 14).

La diferencia entre los valores de glucosa basal menos final en el liquido de

perfusion fue significativamente mayor (p=0,021) en el grupo ventilado con Vt elevado
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(diferencia glucosa basal menos final de 24,81 + 1,20 mg/dL) respecto al grupo de V1 bajo

(diferencia glucosa basal menos final de 18,77 + 2,42 mg/dL). (Figura 26 y Tabla 14).

En el andlisis en funcion de la PIP maxima alcanzada durante el experimento, los
valores de glucosa final en el liquido de perfusién, fueron significativamente menores en el
grupo ventilado con Vr elevado con dafio pulmonar, siendo la diferencia estadisticamente
significativa respecto al grupo ventilado con V1 bajo (p=0,041), pero no respecto al grupo
ventilado con Vr elevado sin dafio pulmonar (p=0,185) (Figura 27 y Tabla 15). En relacion a
la diferencia entre los valores de glucosa basal menos final en el liquido de perfusion,
este valor fue significativamente mayor en el grupo ventilado con Vr elevado con dafio
pulmonar, respecto al grupo de Vr bajo (p=0,029), pero no difirié significativamente del grupo

ventilado con V+ elevado sin dafio pulmonar (p=0,379) (Tabla 15).

VT BAIO
100 ;
—+—VT ELEVADO SIN DARO PULMONAR
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Figura 27. Valores de glucosa medidos en el liquido de perfusion procedente de los
pulmones ventilados con Vt bajo y V1 elevado, antes de comenzar el experimento
(basal) y al final del mismo, en funcién de la PIP méaxima. Los valores son media + EEM. Se
sefala la significacion estadistica (*) vs. Vt bajo (p<0,05) (ANOVA).

Proteinas totales
No se observaron diferencias en los valores de proteinas totales basales ni finales en
el liquido de perfusion entre los distintos grupos de VM. Las proteinas totales descendieron

significativamente en todos grupos de VM a lo largo del experimento (Tabla 14 y Tabla 15).
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La diferencia entre los valores de proteinas totales basales menos finales en el
liqguido de perfusion, fue significativamente mayor en el grupo ventilado con Vr elevado
(diferencia de proteinas basales menos finales de 0,51+0,05 g/dL) respecto al grupo de Vt
bajo (diferencia de proteinas basales menos finales de 0,29 + 0,1 g/dL) (p=0,043) (Tabla 14).

Vr bajo V1 elevado
Glucosa (mg/d) Basal 86,35 £ 0,82 85,33+ 0,43
Final | 66,85 + 2,60* 61,23+ 1,20 * 1
Glucosa basal-final 18,77 £ 2,42 24,81 +1,20 t
Basal 3,89 + 0,02 3,94 + 0,02
Proteinas totales (g/dl)
Final 3,60+0,11* 3,47 £ 0,05 *
Proteinas totales basal-final 0,29+0,10 0,51+0,051

Tabla 14. Pardmetros bioquimicos medidos en el liquido de perfusién procedente de
los pulmones ventilados con V1 bajo y Vrelevado, antes de comenzar el experimento
(basal) y a los 150 minutos (final). Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion
estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales en cada grupo (*) (Prueba T) y del
efecto de la VM (1) vs. V1 bajo (Prueba T).

: V1 elevado sin V1 elevado con
V7 bajo _ 5
dano pulmonar dano pulmonar
Basal 86,35 + 0,82 84,43 + 0,57 85,50 + 0,49
Glucosa (mg/dl)
Final | 66,85 + 2,60* 65,45 + 2,45* 59,97 + 1,33 * {
Glucosa basal-final 18,77 £ 2,42 20,57 + 3,24 25,66 + 1,26 1
Basal 3,89 £ 0,02 3,98 £ 0,07 3,94 £ 0,02
Proteinas totales (g/dI)
Final | 360 +0,11* 3,53 +0,121* 3,45 + 0,06*
Proteinas totales basal-final 0,29 +0,10 0,52 +0,17 0,51 £ 0,05

Tabla 15. Parametros bioquimicos medidos en el liguido de perfusion, antes de
comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final), en funcién de la PIP
maxima. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio
entre los valores basales y finales (*) (Prueba T) y del efecto de la VM: (1) vs. V1 bajo (ANOVA).
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lones y osmolalidad

No se observaron diferencias en los valores de iones ni osmolalidad basales y finales
en el liquido de perfusion entre los distintos grupos de VM, salvo el calcio final, que fue
significativamente menor en el grupo ventilado con V+ elevado (p=0,022) (Tablas 16y 17).

En el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados tanto con Vt bajo,
como con Vr elevado, se produjo un descenso del potasio y el calcio a lo largo de los 150

minutos, y un ascenso del sodio, el cloro y la osmolalidad (Tablas 16 y 17).

Vr bajo V1 elevado
, Basal | 145,94 + 0,80 147,09 + 0,42
Sodio (mEq/L)
Final | 151,71 + 0,84* 152,80 + 0,63*
Cloro (mEg/L) Basal | 115,88 + 0,57 116,26 + 0,50
Final | 123,14 +1,19* 124,35 + 0,76*
Basal | 5,68 + 0,03 5,64 + 0,03
Potasio (mEq/L)
Final | 546 +0,14 5,34 + 0,07*
Basal | 8,31 +0,12 8,09 + 0,08
Calcio (mg/dl)
Final | 768 +0,25* 7,04 + 0,14%
Basal | 293,13 + 1,79 294,83 + 1,39
Osmolalidad (mOsm/Kg)
Final | 301,47 + 1,66* 301,98 + 1,21*

Tabla 16. Valores de sodio, cloro, potasio, calcio y osmolalidad medidos en el liquido
de perfusiéon procedente de los pulmones ventilados con V1 bajo y V1 elevado, antes
de comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final). Los valores son media +
EEM. Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales (*)
(Prueba T) y del efecto de la VM (1) vs. V¢ bajo (Prueba T).

La diferencia entre los valores basales y finales de potasio y calcio, y la diferencia
entre los valores finales y basales de sodio, cloro y osmolalidad, en el liquido de perfusion,
no presentd diferencias significativas entre los distintos grupos de ventilacién (Tablas 16 y
17).
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: V7 elevado sin V1 elevado con
V7 bajo . .
dafo pulmonar dafo pulmonar
Sodio (MEg/L) Basal | 145,94 £ 0,80 148,33 +0,80 146,89 + 0,46
Final | 151,71 + 0,84* 151,73 + 1,56* 153,11 £ 0,67*
Cloro (mEq/L) Basal | 115,88 £ 0,57 117,75 £ 0,48 116,06 = 0,55
Final | 123,14 + 1,19* 122,60 + 1,83* 124,83 + 0,82*
Basal 5,68 £ 0,03 5,70 £ 0,06 5,64 £ 0,04
Potasio (mEq/L)
Final 5,46 £ 0,14 5,37 £ 0,16* 5,34 + 0,09*
Basal 8,31 £ 0,12 7,95 0,14 8,11 £ 0,08
Calcio (mg/dl)
Final 7,68 + 0,25* 7,13 £ 0,32* 7,01 £0,15*
Basal | 293,13 £ 1,79 293,5 = 2,67 295,1 £ 1,59
Osmolalidad (mOsm/Kg)
Final | 301,47 + 1,66* 301,09 £ 2,56* 302,29 + 1,38*

Tabla 17. Valores de sodio, cloro, potasio, calcio y osmolalidad medidos en el liquido
de perfusion, antes de comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final), en
funcién de la PIP maxima. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacién estadistica
(p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales (*) (Prueba T).

Enzimas intracelulares

No se observaron diferencias en los valores de LDH, CK, AST y ALT basales en el
liguido de perfusién entre los distintos grupos de VM (Tablas 18 y 19). El valor de LDH al
final del experimento fue significativamente mayor en el liquido de perfusion procedente de
los pulmones ventilados con Vr elevado, respecto a los pulmones ventilados con Vt bajo
(p=0,032). Los valores finales de CK, AST y ALT no mostraron diferencias significativas

entre los pulmones ventilados con Vt bajo y elevado (Tabla 18).

Los valores finales de LDH y AST fueron significativamente mayores en el liquido de
perfusion procedente de los pulmones ventilados con Vt elevado con dafio pulmonar,
respecto a los pulmones ventilados con V1 bajo (p=0,007 y p=0,088, respectivamente) y con
Vr elevado sin dafio pulmonar (p=0,018 y p=0,014, respectivamente) (Tabla 19).
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Se produjo un incremento estadisticamente significativo de la LDH y la CK durante el
experimento en el liquido de perfusion en todos los grupos de VM. La AST s6lo aumento de
significativamente en el grupo ventilado con Vr elevado, sobre todo en los pulmones
ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar. La ALT no sufri6 cambios significativos en

ninguno de los grupos de ventilacion durante el experimento (Tablas 18 y 19).

La diferencia entre los valores de basales y finales de CK en el liquido de perfusion,
fue significativamente mayor en el grupo ventilado con Vt elevado (p=0,021). Las diferencias
entre los valores basales y finales de LDH, AST y ALT, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los 2 grupos de ventilacion (Tabla 18).

Vr bajo Vt elevado
+ +

LDH (UIL) Basal | 12,67 + 1,52 19,18 + 2,03

Final | 4458 + 3,78* 86,63 + 16,39* {
LDH basal-final 30,70 + 3,28 71,5+ 17,74

Basal | 41,88 + 6,66 47,97 + 4,78
CK (UL)

Final | 86,79 + 8,24* 138,15 + 29,53 *
CK basal-final 45,50 + 4,32 106,43 + 35,76 1
AST (U/L) Basal 46 +0,4 4,67 0,33

Final | 833+145 2579 + 8,32 *
AST final- basal 3,50 + 2,50 13,71 + 4,15
ALT (U/L) Basal | 5,12 + 0,08 5,19 + 0,07

Final | 507 +0,07 5,60 + 0,19
ALT final — basal -0,07 + 0,07 0,31 + 0,22

LDH: lactato deshidrogenasa; CK: creatin kinasa; AST (GOT): aspartato aminotransferasa; ALT (GPT): alanina
aminotransferasa.

Tabla 18. Enzimas intracelulares medidas en el liguido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados con Vt bajo y V1 elevado, antes de comenzar el experimento
(basal) y a los 150 minutos (final). Valores finales menos basales de LDH, CK, AST y
ALT. Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacién estadistica (p<0,05) del cambio entre
los valores basales y finales (*) (Prueba T) y del efecto de la VM (1) vs. V1 bajo (Prueba T).
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En el andlisis en funcion de la PIP maxima, se observo que la diferencia entre los
valores de basales y finales de LDH y CK fue significativamente mayor en el grupo
ventilado con Vt elevado con dafio pulmonar, en relacién al grupo ventilado con V1 bajo
(p=0,041 y p=0,014, respectivamente), aungque no hubo diferencias significativas respecto al

grupo ventilado con Vt elevado sin dafio pulmonar (Tabla 19).

: Vt elevado sin | V7 elevado con dafo
V7 bajo .
dafio pulmonar pulmonar

Basal | 12,67 + 1,52 17,86 + 2,30 19,43 + 2,39
LDH (U/L)

Final | 4458 + 3,78* 46,50 + 4,71* 99,65 + 21,28*1+
LDH final - basal 30,70 + 3,28 31,57 + 6,18 79,49 + 21,04 1

Basal | 41,88 + 6,66 39,50 + 4,49 49,56 + 5,59
CK (U/L)

Final | 86,79 + 8,24* 85,73 + 7,15* 154,63 + 38,45 *
CK final — basal 45,50 + 4,32* 50,50 + 7,13 118,00 + 42,94 }
AST (UIL) Basal 46+0,4 5,00 + 0,00 4,61 +0,39

Final | 833+1,45 8,63 +1,31 32,33+ 11,21 * ¢
AST final - basal 3,50 + 2,50 3,00 + 3,00 15,50 + 4,65*
ALT (U/L) Basal 5,12 £ 0,08 5,00 £ 0,00 5,22 £ 0,08

Final | 507 +0,07 517 + 0,11 5,75 + 0,25

LDH: lactato deshidrogenasa; CK: creatin kinasa; AST (GOT): aspartato aminotransferasa; ALT (GPT): alanina
aminotransferasa.

Tabla 19. Enzimas intracelulares (LDH, CK, AST y ALT) medidas en el liguido de
perfusion, antes de comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final), en
funcion de la PIP méaxima. Valores finales menos basales de LDH, CK y AST. Los
valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores
basales y finales (*) (Prueba T) y del efecto de la VM: (1) vs. V; bajo y (¥) vs. Vr elevado sin dafio
pulmonar (ANOVA).

En resumen, en el grupo ventilado con V1 elevado se observd, respecto al grupo
ventilado con V1 bajo, de manera significativa: un valor de glucosa final menor, una

diferencia entre los valores de proteinas totales basales menos finales mayor, un
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calcio final menor y unos valores de LDH y CK aumentados. En el analisis en funcién de la
PIP, el grupo ventilado con Vr elevado con dafio pulmonar, present6 un valor de glucosa
final menor (respecto al grupo de Vt bajo) y un aumento de los valores finales de LDH y

AST (respecto al grupo de Vr bajo y al grupo de Vt elevado sin dafio pulmonar).
3.3. Parametros hematoldgicos en el liquido de perfusion

Se midieron los valores hematoldgicos (hemoglobina, hematocrito, hematies, leucocitos,
neutrofilos y plaquetas) en el liquido de perfusidén procedente de los pulmones ventilados con
Vr bajo y Vt elevado, antes de comenzar el experimento (basal) y al final del mismo (T=150)

para comprobar que las preparaciones estaban correctamente exanguinadas.

No se observaron diferencias en los pardmetros hematolégicos basales y finales entre
los distintos grupos de VM, ni cambios en su valores a lo largo del experimento excepto en el
caso de los neutrdfilos, que aumentaron de forma significativa en el liquido de perfusion a lo

largo del experimento (Tablas 20y 21).

V1 bajo V7 elevado

Basal | 0,25+ 0,03 0.24 + 0,01

Leucocitos (1073/pL) Final | 0,25+ 0,03 0,25 + 0,02
Neutréfilos (10A3/pL) Basal | 0,05+ 0,008 0,05 + 0,005
Final | 0,08 +0,01* 0,08 +0,01*

Basal 471+ 0,64 4,68 £ 0,33

Plaquetas (10%3/uL) Final | 3.71+054 447 0,28
Basal | 0,007 + 0,001 0,008 + 0,001

i, A

Hematies (10"6/uL) Final | 0,008 + 0,002 0,009 + 0,002
Basal | 0,06 + 0,006 0,00 + 0,00

Hemoglobina (g/dL) Final | 0,01+ 0,01 0,02+ 0,02

Tabla 20. Parametros hematoldégicos medidos en el liquido de perfusidon, antes de
comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final). Los valores son media + EEM.

Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio entre los valores basales y finales (*)
(Prueba T).
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Vr elevado sin daiio

Vr elevado con daio

Vr bajo
pulmonar pulmonar

Basal 0,25 + 0,03 0,26 + 0,02 0,23 + 0,02
Leucocitos (1073/uL)

Final 0,25 + 0,03 0,24 + 0,03 0,25 £ 0,02
Neutrofilos (1073/uL) Basal 0,05 + 0,008 0,07 + 0,01 0,05 + 0,005

Final 0,08 £ 0,01* 0,08 + 0,01 0,08 + 0,009*

Basal 4,71 + 0,64 5,73+ 0,94 4,38 + 0,33
Plaquetas (1073/pL)

Final 3,71 £ 0,54 4,64 + 0,58 4,41 + 0,32

Basal 0,007 + 0,001 0,007 £ 0,001 0,009 £ 0,001
Hematies (1076/pL)

Final 0,008 + 0,002 0,007 £ 0,001 0,01 £ 0,003
Hemoglobina (g/dL) Basal 0,06 = 0,01 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00

Tabla 21. Parametros hematologicos medidos en el liquido de perfusion, antes de
comenzar el experimento (basal) y a los 150 minutos (final), en funcién de la PIP maxima.

Los valores son media + EEM. Se sefiala la significacion estadistica (p<0,05) del cambio entre los
valores basales y finales (*) (Prueba T).
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RESULTADOS DEL OBJETIVO 2: EVALUAR SI EL VILI SE ASOCIA CON DISFUNCION
VASCULAR

El objetivo 2 consistio en evaluar si el VILI se asociaba con disfuncién vascular. Para ello,
se incubaron anillos de aorta toracica procedentes de ratas sanas con el liquido de perfusion
procedente de los pulmones ventilados con V1 bajo o con Vt elevado, y se analizé la
respuesta vascular a dosis crecientes de acetilcolina y norepinefrina, con el fin de evaluar la

funcion del endotelio vascular y el masculo liso, respectivamente.

Resumen de los resultados del objetivo 2: Evaluar si el VILI se asocia con disfuncién

vascular.

> Los anillos aérticos incubados con el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados con V: elevado, mostraron una disminucion
significativa de la relajacién en respuesta a dosis crecientes de Ach, respecto
al control. Esta alteracion en la funcion endotelial se produjo de forma mas

marcada en el grupo ventilado con Vr elevado con dafio pulmonar.

> Los anillos adrticos incubados con el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados tanto con Vt bajo como con Vr elevado, mostraron una
disminucion no significativa de la contraccion en respuesta a dosis
crecientes de NE, en relacion al control. La disfuncién contractil fue mas

llamativa en el grupo ventilado con V1 elevado sin dafio pulmonar.
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1. EFECTO DE LA VENTILACION CON V; BAJO Y ELEVADO SOBRE LA FUNCION
ENDOTELIAL

Para estudiar la funcion endotelial, los anillos de aorta de animales sanos se
incubaron durante 60 minutos, con el liquido de perfusion procedente de los pulmones
ventilados con V1 bajo y Vr elevado, asi como el liquido de perfusion control que no habia

circulado por el pulmén (Ver Material y métodos).

En el eje de ordenadas de las curvas dosis-respuesta de relajacion se representa el
tanto por ciento de contraccién residual en relacién a la maxima contraccidén alcanzada con
una sola dosis de NE, y en el eje de abscisas, las dosis crecientes de Ach. Los valores de

las curvas son media * error estandar de la media.

Como grupo control en el modelo de funcion vascular, se incubaron en cada
experimento dos anillos aérticos con el liquido de perfusion que no habia sido utilizado en el
experimento de VM ex vivo. No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
respuestas endoteliales de los anilllos incubados con el liquido de perfusién entre los 2
grupos de VM (V1 bajo vs. V1 elevado) en las curvas control (p=0,294). Se muestra un

ejemplo en la Figura 28.

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre los anillos incubados con el Krebs problema (el liquido de perfusién) procedente de
los 2 grupos de VM, V1 bajo y V1 elevado. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las curvas de relajacion de los anillos incubados con el Krebs problema

procedente de pulmones ventilados con V1 bajo vs. Vt elevado (p=0,255) (Figura 29).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach entre
los anillos adrticos incubados con el liquido de perfusién control, que no habia pasado por
el pulmon, y los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs problema, procedente de
los pulmones ventilados con Vr bajo o Vt elevado. En el caso de los anillos incubados con
el Krebs problema procedente de pulmones ventilados con Vr bajo, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas comparado con el control (p=0,103) (Figura 30).
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Sin embargo, los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los
pulmones ventilados con Vr elevado, mostraron una disminucién en la relajacion
estadisticamente significativa, respecto a los anillos incubados con el liquido de perfusion
control (p=0,000) (Figura 31).

En resumen, el liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con Vr bajo no
modificé de forma significativa la relajacion en respuesta a Ach en los anillos de aorta
toracica. Sin embargo, los anillos adrticos incubados con el liquido de Krebs procedente de
pulmones ventilados con Vy elevado, mostraron una disminucion de la relajacion en

respuesta a Ach respecto al control.
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Figura 28. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control (que no ha pasado por el pulmén) en los
2 grupos de ventilacion (V1 bajo y Vt elevado) (p=0,294).

KREBS PROBLEMA
100
VT bajo

——VT elevado
80

60

40

% Contraccidn residual

20

I TS T L S S

Ach (log concentracién molar)
Figura 29. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta

toracica incubados con liquido de perfusion problema procedente de los 2 grupos de VM
(V1 bajoy Vr elevado) (p=0,255).
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Figura 30. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 bajo (p=0,103).
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Figura 31. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V+ elevado. Se sefiala la significacion
estadistica (*) para la interaccion dosis*grupo VM (p=0,000).
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1.1. FUNCION ENDOTELIAL EN RELACION A LA PRESENCIA DE DANO
PULMONAR

En este apartado se describen los resultados en funcién del Vr utilizado y si se ha
producido o no dafio pulmonar al ventilar con V elevado (V+ elevado sin dafio pulmonary Vr
elevado con dafio pulmonar). Nuestro objetivo fue comprobar si el liquido de perfusion
procedente de los pulmones que habian sufrido dafio pulmonar tras ser ventilados con Vr

elevado, inducia una alteracion en la funcidon endotelial en los anillos aodrticos.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en las respuestas endoteliales de
los anilllos incubados con el liquido de perfusién de los 3 grupos de VM (V1 bajo, Vr elevado
sin dafo pulmonar y Vt elevado con dafio pulmonar) en las curvas control (p=0,203) (Figura
32).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los 3 grupos de VM (V+
bajo, Vt elevado sin dafio pulmonar y V1 elevado con dafio pulmonar). El resultado de la
interaccion dosis-grupo de VM fue estadisticamente significativo entre los 3 grupos
(p=0,047). Sin embargo, al comparar los grupos 2 a 2, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (V+ bajo vs. V1 elevado sin dafio pulmonar, p=0,285; V1 bajo
vs. Vr elevado con dafio pulmonar, p=0,107 y Vr elevado sin dafio pulmonar vs. Vt elevado
con dafio pulmonar, p=0,05) (Figura 33).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach entre
los anillos adrticos incubados con el liquido de perfusién control, que no habia pasado por
el pulmén, y los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs problema, procedente de
los pulmones ventilados con V1 elevado en funcion de si presentaban o no dafio pulmonar.
En el caso de los anillos incubados con el Krebs problema procedente de pulmones
ventilados con Vi elevado sin dafio pulmonar, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas comparado con el control (p=0,052) (Figura 34).
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Sin embargo, los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar, mostraron una disminucion en la
relajacion estadisticamente significativa, respecto a los anillos incubados con el liquido de
perfusion control (p=0,001) (Figura 35).

En resumen, el liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con V1 bajo o Vt
elevado sin dafio pulmonar no modifico de forma significativa la relajacidon en respuesta a
Ach en los anillos de aorta toracica. Sin embargo, los anillos aérticos incubados con el
liguido de Krebs procedente de pulmones ventilados con Vt elevado con dafio pulmonar,
mostraron una disminucion de la relajacién en respuesta a dosis crecientes de Ach respecto

al control.
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Figura 32. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control en los tres grupos de ventilacion (V+
bajo, V1 elevado sin dafio pulmonar y Vr elevado con dafio pulmonar) (p=0,203).

100

80

60

40

% Contraccion residual

20

KREBS PROBLEMA

VT bajo

—— VT elevado sin
dafio pulmonar

-~ VT elevado con
dafio pulmonar

& % 45 A 5 6 5 5

Figura 33. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion problema procedente de los 3 grupos de VM.
Se sefala la significacion estadistica (*) de la interaccion dosis*grupo (p=0,047).
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Figura 34. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V+ elevado sin dafio pulmonar (p=0,052).
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Figura 35. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar. Se sefala la
significacién estadistica (*) de la interaccién dosis*grupo (p=0,001).
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2. EFECTO DE LA VENTILACION CON V1 BAJO Y ELEVADO SOBRE LA FUNCION
CONTRACTIL

Para estudiar la funcion contractil, los anillos de aorta de animales sanos se incubaron
durante 60 minutos con el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados con
V1 bajo y Vr elevado, asi como el liquido de perfusion control que no habia circulado por el
pulmén (Ver Material y métodos). En el eje de ordenadas de las curvas dosis-respuesta de
contraccion se representa el porcentaje de contraccidbn en relacion con la maxima
contraccion alcanzada con potasio, y en el eje de abscisas, las dosis crecientes de NE. Los

valores de las curvas son media + error estandar de la media.

Como grupo control en el modelo de funcidon vascular, se incubaron en cada
experimento dos anillos aérticos con el liquido de perfusion que no habia sido utilizado en el
experimento de VM ex vivo. No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
respuestas contractiles de los anilllos incubados con el liquido de perfusion entre los 2
grupos de VM (V1 bajo vs. V1 elevado) en las curvas control (p=0,415). Se muestra un
ejemplo en la Figura 36.

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre
los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los 2 grupos de VM, V1 bajoy
Vt elevado. No se encontraron diferencias significativas en la funcion contractil de los anillos
incubados con el Krebs problema de los pulmones ventilados con Vt bajo vs. V1 elevado
(p=0,577) (Figura 37).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre
los anillos adrticos incubados con el liquido de perfusién control, que no habia pasado por
el pulmén, y los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs problema, procedente de
los pulmones ventilados con Vi bajo o Vi elevado, sin observarse diferencias
estadisticamente significativas en relaciéon al control (p=0,473 y p=0,093 respectivamente)
(Figura 38y 39).

En resumen, el liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con Vybajoy Vr

elevado, indujo un déficit no significativo en la respuesta contractil de los anillos adrticos.
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Figura 36. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusién control en los 2 grupos de ventilacion (V1 bajo y
Vr elevado) (p=0,415).
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Figura 37. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion problema procedente de los 2 grupos de VM
(p=0,577).
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Figura 38. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 bajo (p=0,473).
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Figura 39. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V+ elevado (p=0,093).
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2.1. FUNCION CONTRACTIL EN RELACION A LA PRESENCIA DE DANO
PULMONAR

En este apartado se describen los resultados en funcidén del Vt utilizado y si se ha
producido o no dafio pulmonar al ventilar con V elevado (V+ elevado sin dafio pulmonary Vr
elevado con dafio pulmonar). Nuestro objetivo fue comprobar si el liquido de perfusion
procedente de los pulmones que habian sufrido dafio pulmonar tras ser ventilados con Vr

elevado, inducia una alteracion en la funcion contractil en los anillos adrticos.

No hubo diferencias estadisticamente significativas en las respuestas contractiles de
los anilllos incubados con el liquido de perfusién de los 3 grupos de VM (V1 bajo, Vr elevado
sin dafo pulmonar y Vt elevado con dafio pulmonar) en las curvas control (p=0,297) (Figura
40).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre
los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los 3 grupos de VM (V1 bajo,
V1 elevado sin dafio pulmonar y V1 elevado con dafio pulmonar). El resultado de la
interaccion dosis-grupo de VM fue estadisticamente significativo entre los 3 grupos
(p=0,029). Al comparar los grupos 2 a 2, en los anillos incubados con liquido de perfusion
procedente de pulmones ventilados con V1 elevado sin dafio pulmonar, la respuesta
contractil fue significativamente peor respecto al grupo de V1 bajo (p=0,018) y al grupo de V+

elevado con dafo pulmonar (p=0,009) (Figura 41).

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre
los anillos adrticos incubados con el liquido de perfusién control, que no habia pasado por
el pulmén, y los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs problema, procedente de
los pulmones ventilados con V1 elevado en funcion de si presentaban o no dafio pulmonar.
En el caso de los anillos incubados con el Krebs problema procedente de pulmones
ventilados con Vi elevado sin dafio pulmonar, mostraron una disminucién

estadisticamente significativa en la contraccion en relacién al control (p=0,003) (Figura 42).
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Sin embargo, los anillos incubados con el Krebs problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado con dafo pulmonar, no mostraron alteraciones

significativas en la contraccion respecto al control (p=0,256) (Figura 43).

En resumen, el liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con Vr
elevado sin dafio pulmonar, indujo un déficit en la respuesta contractil de los anillos aorticos,
estadisticamente significativa respecto a los controles. En el caso de los anillos adrticos
incubados con el liquido de perfusién procedente de pulmones ventilados con Vr bajo y Vr
elevado con dafio pulmonar, mostraron una disminucion no significativa de la contraccién en

respuesta a dosis crecientes de NE.
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Figura 40. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control en los tres grupos de ventilacion (V+
bajo, V1 elevado sin dafio pulmonar y Vr elevado con dafio pulmonar) (p=0,297).
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Figura 41. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion problema procedente de los 3 grupos de VM.
Se sefiala la significacion estadistica (p=0,029) de la interaccién dosis*grupo (*) y para las
comparaciones entre el grupo de V1 elevado sin dafio pulmonar vs. Vt elevado con dafio
pulmonar (1, p=0,009) y V+ bajo (*, p=0,018).
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Figura 42. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar. Se sefala la
significacion estadistica (*) de la interaccién dosis*grupo (p=0,003).
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Figura 43. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control y liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V+ elevado con dafio pulmonar (p=0,256).
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Resultados

OBJETIVO 5: VALORAR S| LAS ALTERACIONES EN LA FUNCION VASCULAR
ASOCIADAS AL VILI SE DEBEN A UN AUMENTO DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO

El objetivo 5 consistio en valorar si las alteraciones en la funcion vascular asociadas al
VILI eran debidas a un aumento del estrés nitro-oxidativo. Para ello, se analiz6 la respuesta
vascular a dosis crecientes de Ach y NE en los anillos aorticos preincubados con
atrapadores de radicales libres y peroxinitrito (metaloporfirina, tempol y SOD), e incubados
posteriormente con el liquido de perfusion de los pulmones ventilados con V1 bajo o con Vt
elevado (Ver Figura 15).

Resumen de los resultados del objetivo 5 (funcién endotelial): valorar si las
alteraciones en la funcién vascular asociadas al VILI eran debidas a un aumento del

estrés nitro-oxidativo.

» En los anillos adrticos preincubados con metaloporfirina, se encontré6 una
mejoria no significativa de la relajacién en ambos grupos de VM, sobre todo

en los pumones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar.

> En los anillos de aorta preincubados con tempol, se observdé una mejoria
estadisticamente significativa de la relajacién en el grupo de V1 elevado con
dafio pulmonar. Sin embargo, en el grupo de Vr bajo, se produjo un

empeoramiento no significativo de la relajacion.

» Los anillos de aorta preincubados con SOD, mostraron una mejoria
significativa de la relajacién en el grupo de Vr elevado, sobre todo en los
pulmones ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar. Sin embargo, en el
grupo ventilado con V1 bajo, se produjo un empeoramiento no significativo de

la relajacion.
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Resultados

1. EFECTO DE LOS FARMACOS INHIBIDORES DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO
SOBRE LA FUNCION ENDOTELIAL

Se exponen las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach para
cada farmaco estudiado (metaloporfirina, tempol y SOD) en cada grupo de ventilacién (Vr

bajo y V1 elevado). Los valores de las curvas son media + error estandar de la media.
1.1. Metaloporfirina
1.1.1. V1 bajo

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién control ii) anillos de aorta
incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los pulmones ventilados con
V1 bajo; iii) anillos adrticos incubados con el Krebs problema del Vt bajo y preincubados con
metaloporfirina. No existieron diferencias estadisticamente significativas entre las 3 curvas
(p=0,138) (Figura 44).
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Figura 44. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo y anillos adrticos preincubados con
metaloporfirina (Interaccion dosis*grupo VM, p=0,138).
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1.1.2. Vr elevado

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vy elevado; iii) anillos aorticos incubados con el Krebs
problema del Vt elevado y preincubados con metaloporfirina. No se encontraron diferencias
significativas entre los anillos preincubados con el farmaco, respecto a los anillos incubados

con liquido de Krebs problema sin farmaco (p=0,339) (Figura 45).
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Figura 45. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusibn control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V+ elevado y anillos aorticos preincubados con
metaloporfirina (p=0,339, metaloporfirina vs. Krebs problema).

Por tanto, al preincubar los anillos de aorta con metaloporfirina, mejoré6 aunque no
de forma significativa la alteracion en la relajaciéon inducida por la VM en los grupos

ventilados con V1 bajo y Vr elevado.
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1.2. Tempol
1.2.1. Vt bajo

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente
de los pulmones ventilados con Vt bajo; iii) anillos aorticos incubados con el Krebs
problema del V1 bajo y preincubados con tempol. Los anillos preincubados con tempol
mostraron un empeoramiento no significativo en la relajacion, respecto a los anillos

incubados con liquido de Krebs sin farmaco (p=0,214) (Figura 46).
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Figura 46. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusibn control, liguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo y anillos adrticos preincubados con
tempol (p=0,214, tempol vs. Krebs problema).
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1.2.2. V1 elevado

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vy elevado; iii) anillos aorticos incubados con el Krebs
problema del V1 elevado y preincubados con tempol. Los anillos de aorta preincubados con
tempol, mostraron una mejoria en la relajacion, aunque no fue significativa (p=0,052), en

relacion con los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs sin farmaco (Figura 47).
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Figura 47. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado y anillos adrticos preincubados con
tempol (p=0,052, tempol vs. Krebs problema).

En resumen, al preincubar los anillos de aorta con tempol, se encontr0 una
disminucién no significativa del déficit de relajacion inducido por la VM con V+ elevado, y un

empeoramiento en la relajacion en el grupo ventilado con Vr bajo.
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1.3. Superoxido dismutasa

1.3.1. Vy bajo

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con V1 bajo; iii) anillos adrticos incubados con el Krebs
problema del Vr bajo y preincubados con SOD. No existieron diferencias estadisticamente

significativas entre los 3 grupos (p=0,138) (Figura 48).
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Figura 48. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr bajo y anillos adrticos preincubados con SOD
(Interaccion dosis*grupo VM, p=0,138).
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1.3.2. Vr elevado

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente
de los pulmones ventilados con Vr elevado; iii) anillos aérticos incubados con el Krebs
problema del Vt elevado y preincubados con SOD. Los anillos preincubados con SOD
mostraron una mejoria significativa en la relajacion, respecto a los anillos incubados con

liguido de Krebs sin farmaco (p=0,007) (Figura 49).
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Figura 49. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado y anillos adrticos preincubados con
SOD. Se sefala la significacion estadistica (*) de la comparacion entre el Krebs problema vs.
SOD (p=0,007).

En resumen, los anillos de aorta preincubados con SOD vy el liquido de perfusion
procedente de los pulmones ventilados con Vt elevado, mostraron una mejoria significativa

en la relajacion.
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2. EFECTO DE LOS FARMACOS INHIBIDORES DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO
SOBRE LA RELAJACION EN FUNCION DEL DANO PULMONAR

2.1. Metaloporfirina

2.1.1. Vr elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos aodrticos
incubados con el Krebs problema del Vt elevado sin dafio pulmonar y preincubados con
metaloporfirina. Los anillos preincubados con metaloporfirina, mostraron una mejoria no
significativa en la relajacion (p=0,319), respecto a los anillos incubados con liquido de Krebs

problema sin farmaco (Figura 50).
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Figura 50. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusibn control, liqguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con metaloporfirina. (p=0,319, metaloporfirina vs. Krebs problema).
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2.1.2. Vr elevado con dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vi elevado con dafio pulmonar; iii) anillos aorticos
incubados con el Krebs problema del V+ elevado con dafio pulmonar y preincubados con
metaloporfirina. Los anillos preincubados con metaloporfirina, no mostraron una mejoria en
la relajacion en relacion a los anillos incubados con el liquido de Krebs problema sin farmaco
(p=0,479) (Figura 51).
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Figura 51. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con metaloporfirina (metaloporfirina vs. KP, p=0,479).

Por tanto, al preincubar los anillos de aorta con metaloporfirina, mejor6 aunque no
de forma significativa la alteracion en la relajacion inducida por la VM con Vt elevado en el

grupo que no presentaba dafo pulmonar.
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2.2. Tempol
2.2.1. Vr elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmdn; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vi elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos adrticos
incubados con el Krebs problema del Vt elevado sin dafio pulmonar y preincubados con
tempol. No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos
(p=0,051) (Figura 52).
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Figura 52. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liqguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con tempol (Interaccion dosis*grupo VM, p=0,051).

2.2.2. V1 elevado con dafio pulmonar
Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach

entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
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por el pulmdn; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con V; elevado con dafio pulmonar; iii) anillos adrticos
incubados con el Krebs problema del Vt elevado con dafio pulmonar y preincubados con
tempol. Los anillos de aorta preincubados con tempol, mostraron una mejoria significativa
en la relajacion en respuesta a concentraciones crecientes de Ach (p=0,017) en relacion con

los anillos de aorta incubados con el liquido de Krebs sin farmaco (Figura 53).
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Figura 53. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusibn control, liqguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt elevado con dafio pulmonar y anillos adrticos
preincubados con tempol. Se sefala la significacion estadistica (p=0,000) para la interaccién
dosis*grupo VM (*) entre las 3 curvas y la comparacion Krebs problema vs. Tempol
(t, p=0,017).

En resumen, al preincubar los anillos de aorta con tempol, se encontr0 una
disminucion del déficit de relajacion inducido por la ventilacion mecanica con V1 elevado

asociada a dafio pulmonar.
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2.3. Superoxido dismutasa
2.3.1. Vr elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach
entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
por el pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con Vi elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos adrticos
incubados con el Krebs problema del Vt elevado sin dafio pulmonar y preincubados con
SOD. No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los 3 grupos (p=0,056)
(Figura 54).
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Figura 54. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liqguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con SOD (Interaccion dosis*grupo VM, p=0,056).

2.3.2. Vr elevado con dafo pulmonar
Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach

entre: i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado
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por el pulmdn; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente
de los pulmones ventilados con V; elevado con dafio pulmonar; iii) anillos aorticos
incubados con el Krebs problema del Vt elevado sin dafio pulmonar y preincubados con
SOD. Los anillos preincubados con SOD, mostraron una mejoria significativa en la relajacion
en relacion a los anillos incubados con el liquido de Krebs problema sin farmaco (p=0,034)
(Figura 55).
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Figura 55. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con SOD. Se sefiala la significacion estadistica (p=0,001) para la
interaccion dosis*grupo VM (*) entre las 3 curvas y la comparacion Krebs problema vs. SOD
(t, p=0,034).

En resumen, los anillos de aorta preincubados con SOD vy el liquido de perfusiéon
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar, mostraron una

mejoria no significativa en la relajacion.
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3. EFECTO DE LOS FARMACOS INHIBIDORES DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO
SOBRE LA FUNCION CONTRACTIL

Se exponen las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE para cada
farmaco estudiado (metaloporfirina, tempol y SOD) en cada grupo de ventilacion (V1 bajo y

V+ elevado). Los valores de las curvas son media £ EEM.

Resumen de los resultados del objetivo 5 (funcién contractil): valorar si las
alteraciones en la funcién vascular asociadas al VILI eran debidas a un aumento del

estrés nitro-oxidativo.

» En los anillos aérticos preincubados con metaloporfirina, se encontré una
mejoria no significativa de la contraccion en todos los grupos de VM,

sobre todo en el grupo de Vr elevado sin dafio pulmonar.

» En los anillos de aorta preincubados con tempol, se observé un
empeoramiento de la alteraciéon en la contraccion inducida por la VM con
V1 elevado, sobre todo en los pulmones ventilados con Vr elevado con

dafio pulmonar, y una mejoria en la contraccion en el grupo de V1 bajo.

» Los anillos de aorta preincubados con SOD, mostraron un empeoramiento
significativo de la contraccion en los pulmones ventilados con Vt bajo y los

pulmones ventilados con Vy elevado con dafio pulmonar.
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3.1. Metaloporfirina
3.1.1. Vr bajo

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 bajo; iii) anillos aérticos incubados con el Krebs problema del
Vr bajo y preincubados con metaloporfirina. No existieron diferencias estadisticamente

significativas entre los 3 grupos (p=0,814) (Figura 56).
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Figura 56. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 bajo y anillos adrticos preincubados con
metaloporfirina (Interaccion dosis*grupo VM, p=0,814).
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3.1.2. Vt elevado

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado; iii) anillos aorticos incubados con el Krebs problema
del Vt elevado y preincubados con metaloporfirina. Los anillos preincubados con
metaloporfirina mostraron una mejoria no significativa en la relajacion, respecto a los anillos

incubados con liquido de Krebs sin farmaco (p=0,065) (Figura 57).
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Figura 57. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado y anillos adrticos preincubados con
metaloporfirina (p=0,065, metaloporfirina vs. Krebs problema).

Por tanto, al preincubar los anillos de aorta con metaloporfirina, mejor6 de manera
no significativa la alteracion en la contraccion inducida por la VM en ambos grupos de

ventilacion.
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3.2. Tempol

3.2.1. Vr bajo
Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 bajo; iii) anillos aérticos incubados con el Krebs problema del
V1 bajo y preincubados con tempol. No existieron diferencias estadisticamente significativas
entre los 3 grupos, aunque los anillos preincubados con tempol mostraron una mejoria no

significativa en la contraccion (p=0,651) (Figura 58).
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Figura 58. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr bajo y anillos aorticos preincubados con
tempol (p=0,651, tempol vs. Krebs problema).
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3.2.2. Vt elevado

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado; iii) anillos adrticos incubados con el Krebs problema
del V1 elevado y preincubados con tempol. Los anillos de aorta preincubados con tempol,
mostraron un empeoramiento en la contraccién aunque no fue significativo (p=0,052) (Figura
59).
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Figura 59. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado y anillos adrticos preincubados con
tempol (p=0,052, tempol vs. Krebs problema).

En resumen, al preincubar los anillos de aorta con tempol, se observdé un
empeoramiento de la alteracion en la contraccion inducida por la VM con Vr elevado, y una

mejoria en la contraccién en el grupo de V+ bajo.
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3.3. Superoxido dismutasa

3.3.1. Vr bajo
Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmaén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 bajo; iii) anillos aérticos incubados con el Krebs problema del
V1 bajo y preincubados con SOD. Al preincubar los anillos de aorta con SOD se encontr6 un

empeoramiento significativo en la funcién contréactil (p=0,015) (Figura 60).
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Figura 60. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo y anillos adrticos preincubados con
SOD. Se sefala la significacién estadistica (p=0,000) para la interaccion dosis*grupo (*)
entre las 3 curvas y de la comparacion entre el Krebs problema vs. SOD (1, p=0,015).
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3.3.2. Vt elevado.

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusién problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado; iii) anillos adrticos incubados con el Krebs problema
del V1 elevado y preincubados con SOD. Al preincubar los anillos de aorta con SOD se

encontré un empeoramiento significativo en la funcién contractil (p=0,003) (Figura 61).
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Figura 61. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado y anillos aorticos preincubados con
SOD. Se sefala la significacion estadistica (p=0,000) para la interaccion dosis*grupo (*)
entre las 3 curvas y de la comparacion entre el Krebs problema vs. SOD (1, p=0,003).

En resumen, al preincubar los anillos de aorta con SOD, se observdO un
empeoramiento de la alteracion en la contraccion inducida por la VM en ambos grupos de

ventilacion.
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4. EFECTO DE LOS FARMACOS INHIBIDORES DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO
SOBRE LA CONTRACCION EN FUNCION DEL DANO PULMONAR

4.1. Metaloporfirina
4.1.1.Vy elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmén; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos adrticos incubados con
el Krebs problema del V1 elevado sin dafio pulmonar y preincubados con metaloporfirina.
La metaloporfirina mejord la contraccion en relacion a los anillos incubados con el Krebs

problema, aunque las diferencias no fueron significativas (p=0,339) (Figura 62).
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Figura 62. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con metaloporfirina (p=0,339, metaloporfirina vs. Krebs problema).
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4.1.2. V1 elevado con dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar; iii) anillos aérticos incubados
con el Krebs problema del V; elevado con dafio pulmonar y preincubados con
metaloporfirina. La metaloporfirina no mejoré de forma significativa la contraccion en

relacion al control (p=0,189) (Figura 63).
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Figura 63. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vi elevado con dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con metaloporfirina (p=0,189, metaloporfirina vs. Krebs problema).

Por tanto, al preincubar los anillos de aorta con metaloporfirina, mejoré de forma no

significativa la alteracion en la contraccion inducida por la VM.
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4.2. Tempol

4.2.1. V7 elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos adrticos incubados con
el Krebs problema del Vr elevado sin dafio pulmonar y preincubados con tempol. El tempol
no modifico la respuesta contractil de los anillos incubados con el Krebs problema (p=0,782)
(Figura 64).
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Figura 64. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusiébn control, liguido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vi elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con tempol (p=0,782, tempol vs. Krebs problema).
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4.2.2. V1 elevado con dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar; iii) anillos aérticos incubados
con el Krebs problema del Vt elevado con dafio pulmonar y preincubados con tempol. Los
anillos de aorta preincubados con tempol, mostraron un empeoramiento no significativo en la

contraccion en relacion a los anillos incubados con el Krebs problema (p=0,068) (Figura 65).
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Figura 65. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liguido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con tempol (p=0,068, tempol vs. Krebs problema).

En resumen, al preincubar los anillos de aorta con tempol, se observd un
empeoramiento no significativo de la contraccion en el grupo de Vr elevado con dafio

pulmonar.
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4.3. Superéxido dismutasa
4.3.1. V1 elevado sin dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado sin dafio pulmonar; iii) anillos adrticos incubados con
el Krebs problema del V1 elevado sin dafio pulmonar y preincubados con SOD. Al preincubar
los anillos de aorta con SOD se encontré un empeoramiento no significativo en la funcién
contractil (p=0,445) (Figura 66).
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Figura 66. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con SOD (p=0,445, SOD vs. Krebs problema).
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4.3.2. V1 elevado con dafio pulmonar

Se compararon las curvas dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE entre:
i) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusion control, que no habia pasado por el
pulmon; ii) anillos de aorta incubados con el liquido de perfusiéon problema procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar; iii) anillos adrticos incubados
con el Krebs problema del Vt elevado con dafio pulmonar y preincubados con SOD. Al
preincubar los anillos de aorta con SOD, se produjo un empeoramiento significativo en la
funcion contractil en relacion a los anillos incubados liquido de Krebs problema sin farmacos
(p=0,000) (Figura 67).
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Figura 67. Curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de NE en anillos de aorta
toracica incubados con liquido de perfusion control, liquido de perfusion problema
procedente de los pulmones ventilados con V1 elevado con dafio pulmonar y anillos
aorticos preincubados con SOD. Se sefala la significacion estadistica (p=0,000) para la
interaccidon dosis*grupo (*) entre las 3 curvas y de la comparacion entre el Krebs problema
vs. SOD (1, p=0,000).
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En resumen, los anillos preincubados con SOD y posteriormente con liquido de Krebs
problema procedente de pulmones ventilados con Vr elevado con dafo pulmonar, mostraron

un empeoramiento significativo de la funcién contractil.
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Discusion
JUSTIFICACION DEL MODELO EXPERIMENTAL EMPLEADO

La hipédtesis principal de este trabajo es que el dafio pulmonar inducido por la
ventilacion mecanica (“ventilator-induced lung injury”, VILI) se asocia con alteracion en la

funcién vascular.

Para corroborar esta hipotesis hemos desarrollado dos modelos ex vivo, uno de VILI y
otro de disfuncion vascular. Nuestro objetivo es contestar a las siguientes preguntas: ¢Es
valido y relevante clinicamente nuestro modelo de VILI? ¢Este modelo asocia dafio

pulmonar y de érganos a distancia (sistema cardiovascular)?

Para contestar a estas preguntas se discuten a continuacion las caracteristicas del

modelo experimental utilizado y su validez como modelo de VILI.

El modelo animal utilizado consiste en un modelo murino de pulmén aislado, ventilado
y perfundido ex vivo. Para inducir dafio pulmonar se usan parametros lesivos de ventilacion
mecanica, con un volumen tidal (V1) de 25 ml/kg y una presion espiratoria la final de la
espiracion (PEEP) de 0 cm H,O. Se trata de un modelo de VILI conocido, en el cual nuestro

grupo tiene una amplia experiencia, tanto in vivo [12,13,16,91] como ex vivo [129].

El primer objetivo que se plantea en el presente proyecto es que la VM con volumen
corriente elevado induce lesion pulmonar. Se sabe que el factor clave en el dafio pulmonar
inducido por la VM es la sobredistension pulmonar, que se relaciona con el uso de
volumenes pulmonares elevados mas que con el empleo presiones pico altas, lo que se
conoce como “volutrauma” [49-51]. Diversos trabajos han objetivado que el uso de Vr
elevado se relaciona con edema pulmonar, dafio alveolar difuso, aumento de la

permeabilidad epitelial y microvascular [46,53]

El V1 utilizado en nuestro modelo se encuentra en el rango usado en otros trabajos
con ratas (entre 20 y 42 ml/kg) [5,7,9,13,50]. Es cierto que el volumen corriente empleado es
muy superior al utilizado en pacientes, donde no se recomienda rebasar los 8 ml/kg [4]. Sin
embargo, esto no es una limitacion, dado que la finalidad del modelo es usar parametros

agresivos de VM para inducir un biotrauma y asi reproducir los hallazgos que presentan los
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pacientes afectos de sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). De esta forma, se
pueden analizar los mecanismos del dafo pulmonar inducido por la VM e investigar
estrategias preventivas y terapéuticas. Ademas, para inducir dafio pulmonar en ratas, se
precisan volumenes corrientes mas elevados de los utilizados en pacientes [32,130]. Los
céalculos basados en modelos animales sugieren que si el volumen pulmonar se incrementa
de un 40% a un 100% de la capacidad pulmonar total, el area de la superficie basal de las
células epiteliales alveolares aumenta un 35% [130]. Por otro lado, los animales son
ventilados durante periodos cortos de tiempo, mientras que los pacientes requieren VM

durante dias o semanas.

En nuestro modelo el grupo control se ventil6 con un volumen corriente de 6 ml/kg y
una PEEP de 5 cm H,0O, parametros que no producen sobredistension pulmonar y son
considerados “protectores” en pacientes [4]. El volumen corriente utilizado en el grupo
control esta dentro del rango de Vr utilizados en otros trabajos, que oscilan entre 5-9 ml/kg
[5,9,10,13,16,18,22]. Aunque este volumen tidal se considera “protector” en pacientes,
existen trabajos en animales donde se ha demostrado que incluso usando un Vr bajo en
animales sanos se producen cambios histolégicos y aumento de mediadores inflamatorios.
En un modelo de VILI en ratones previamente sanos, que compara el uso de Vr de 15 ml/kg,
Vr de 7,5 ml/kg y un grupo control de animales no ventilados, se objetivaron alteraciones
histolégicas en el grupo ventilado con V1 bajo en comparacion con el grupo no ventilado,
aunque en menor medida que en el grupo de Vr elevado [3]. Estos autores especulan que
una posible explicacion del dafio pulmonar en el caso de los animales ventilados con V+ bajo
seria el desarrollo de atelectasias. Dadas las caracteristicas del modelo, en nuestro caso, la
inclusion de un grupo de referencia no ventilado no es posible, por lo que aungque se
produzca un cierto grado de sobredistension y dafio pulmonar al ventilar con V1 bajo,

consideramos que nuestro grupo control es valido.

En nuestro modelo, al igual que en trabajos similares, se aplico una PEEP de 5 cm
H,0O, dado que existen evidencias del efecto protector al afiadir una presion positiva al final
de la espiracion [7,53]. El efecto protector de la PEEP ha sido corroborado también en

estudios en pacientes [94,95].
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En cuanto a la frecuencia respiratoria, algunos autores han sugerido que la utilizacién

de frecuencias elevadas contribuiria al desarrollo de edema pulmonar y la produccion de
citoquinas inflamatorias [131]. La frecuencia respiratoria tiene ademas una repercusion sobre
los niveles de CO,. Rich et al. evaluaron el efecto de la frecuencia respiratoria en un modelo
de VILI en ratas [131]. Durante la ventilaciéon con Vr bajo (7 ml/kg), el hecho de aumentar la
frecuencia respiratoria no influyé en el desarrollo de edema pulmonar ni indujo un aumento
de citoquinas (CQs). Sin embargo, al ventilar con V1 elevado (40 mi/kg), los animales
sometidos a frecuencias respiratorias de 40 respiraciones por minuto (rpm), mostraban mas
edema pulmonar, aumento de LDH en el lavado broncoalveolar (LBA) y niveles mas
elevados de CQs, respecto a los ventilados con frecuencias de 20 rpm. Una menor
frecuencia respiratoria, limita el colapso y expansién ciclicos de los alveolos, y disminuye la
presidbn media en la via aérea, reduciendo la sobredistension alveolar. En nuestro caso, se
programé una frecuencia respiratoria de 60 respiraciones por minuto, adecuada a la especie

animal utilizada.

Validez del modelo animal de VILI

Dada la cantidad de publicaciones existente en relacion al dafio pulmonar en
animales, se podria pensar que la respuesta a la pregunta: ¢ Qué es el dafio pulmonar agudo
en un animal?, es facil, pero no es asi. No existe un acuerdo universal en cuanto a la
definicion de la lesién pulmonar aguda (“acute lung injury”, ALI) en modelos animales.
Algunos autores se basan en parametros de inflamacion, como la concentracion de
citoguinas en tejido pulmonar o de células inflamatorias en el intersticio o los alveolos; otros
en los cambios en la permeabilidad alveolo-capilar. Ningin marcador o parametro tiene la
suficiente sensibilidad y especificidad por si solo para identificar todas las formas y espectro
de gravedad de la lesion pulmonar aguda. Esto es importante a la hora de definir en un
modelo animal, si con una determinada intervencion, se puede prevenir o tratar el dafo
pulmonar agudo. Por otro lado, una definiciébn precisa de ALl en los modelos animales,
ayudaria a la comparacion entre diversos trabajos.
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En humanos, la definicibn de ALl se basa en criterios clinicos, radiolégicos y
gasomeétricos [29,30]. Sin embargo, no es sencillo aplicar dichos criterios a los animales de
experimentacion. Por ejemplo, aunque la realizacion de gasometrias arteriales, radiografias
o ecocardiografias es posible en animales pequefios, su complejidad técnica y escasa
disponibilidad (el equipo requerido para su realizacion no esta disponible en todos los
laboratorios), limitan su uso. Por otro lado, algunos modelos experimentales son
incompatibles con la realizacion de algunas de estas técnicas, por ejemplo, el modelo de
pulmén aislado ventilado y perfundido. Una posibilidad, seria definir el dafio pulmonar en los
animales en base a criterios histoloégicos. En humanos, el correlato patoldgico de la lesion
pulmonar aguda es el dafio alveolar difuso (DAD), caracterizado por infiltrados inflamatorios,
engrosamiento de los septos alveolares y depdsito de membranas hialinas. Sin embargo,

ninguno de los modelos de ALI reproduce todas las caracteristicas histolégicas del DAD.

En base a estas reflexiones, Matute-Bello et al. publicaron un consenso realizado
mediante el método Delphi, para definir las caracteristicas que debe reunir un modelo animal
de ALI, asi como una discusion sobre los diferentes métodos de evaluacion de dafio

pulmonar [126].

Estos autores consideran que un modelo de VILI debe tener al menos 3 de estas 4
caracteristicas: evidencia histologica de dafio tisular, alteracion de la membrana alveolo-

capilar, presencia de respuesta inflamatoria y evidencia de disfuncion fisioldgica.

En nuestro modelo animal se objetivd la presencia de dafio alveolar difuso en el
analisis anatomopatoldgico, considerado el gold standard en el diagnéstico de SDRA en
pacientes (vide infra).

La disfuncion fisiologica se evidencid de forma indirecta por los cambios en la
mecanica pulmonar, caracterizados por un aumento del delta de PIP y un descenso de la
distensibilidad dindmica en el los pulmones ventilados con Vy elevado. Sin embargo, en
nuestro modelo de VILI, objetivamos que no todos los pulmones ventilados con V+ elevado
presentaban estos cambios en la mecanica pulmonar. Con parametros similares de VM,
algunos pulmones experimentaron un aumento progresivo de la PIP, disminucion de la
distensibilidad, edema macroscopico y datos histologicos de DAD, mientras que en otros

pulmones, la PIP permaneci6 estable a lo largo del experimento, la distensibilidad dindmica
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no se modificé sustancialmente, no mostraban alteraciones macroscopicas, y en el estudio

histolégico presentaban menos dafio histoldgico.

Por otro lado, en nuestro modelo se evidencié una alteracion de la permeabilidad de
la membrana alveolo-capilar, caracterizada por la formacion de edema no cardiogénico,
apreciado por el investigador durante la realizacion de los experimentos, en el caso de los
pulmones ventilados con Vt elevado, aunque no fue cuantificado. Como se ha comentado en
la introduccion, la disrupcion de la barrera alveolo-capilar juega un papel crucial en el
desarrollo del dafio pulmonar inducido por la ventilacion mecénica. Esta barrera esti
formada por células epiteliales alveolares y endoteliales. El dafio mecanico producido por la
ventilacion, lesiona dichas células y produce un aumento de permeabilidad hacia el espacio
alveolar. Esto se traduce en una fuga de fluido rico en proteinas del espacio vascular al
espacio intersticial y/o alveolar. Para objetivar este aumento de la permeabilidad alveolo-
capilar existen varios métodos [126]. Una manera seria la cuantificacion de las proteinas en
el LBA y su ratio respecto a la concentracion en suero. La determinacion de albumina, o en
modelos in vivo de IgM, en el fluido broncoalveolar, es indicativa de un aumento de la
permeabilidad alveolo-capilar, puesto que su procedencia es exclusivamente intravascular.
La medicion de la concentracién total de proteinas en el LBA puede estar artefactada por la
presencia proteinas derivadas de las células epiteliales o inflamatorias en los espacios
alveolares. También se puede determinar la presencia de albumina marcada con is6topos
radioactivos. Otro método es célculo del ratio entre el peso del pulmén hiumedo versus seco.
Otra forma, seria la recolecciéon del edema pulmonar y medicién de la concentracion de
proteinas en el fluido en relacion al plasma. En un trabajo previo de nuestro grupo en un
modelo similar [129], se objetivd hiperpermeabilidad alveolo-capilar, con un aumento de la
concentracion de las proteinas totales en el LBA. En este caso, no se determind la
concentracion de albumina en el LBA, pero el marcado aumento de la concentracion proteica
es poco probable que sea en relacién con un aumento de células en el espacio alveolar. De
la misma forma, otros trabajos en modelos ex vivo de VILI han demostrado dafio en la
barrera alveolo-capilar [7,132,133]. Dado que nuestro grupo habia demostrado un aumento

de la permeabilidad alveolo-capilar en un modelo previo similar al de esta tesis, en nuestro
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trabajo no se llevo a cabo ningdn método para objetivar la alteracion de la membrana

alveolo-capilar.

Finalmente, en nuestro trabajo no se estudid la respuesta inflamatoria pulmonar. En
un modelo similar previo de nuestro grupo, se analiz6 la concentracién de diversas
citoquinas en tejido pulmonar, encontrando un aumento de las citoquinas de perfil anti-
inflamatorio. Sin embargo, al estudiar la expresion génica, el patron de genes indicaba una

respuesta pro-inflamatoria.

Numerosos trabajos, tanto in vivo [5,12] como ex vivo [7,19,67], han documentado la
respuesta inflamatoria asociada a VILI. Nin et al., en un modelo in vivo de VILI, encontré una
elevacion de IL-6 y MIP-2, ademés de una correlacion entre los niveles séricos de IL-6 y el
score de dafio pulmonar [5]. En otro trabajo de los mismos autores, usando el mismo modelo
animal, se demostr6 que este aumento de IL-6 era atenuado con la administracion de
dexametasona [12]. Tremblay et al., en un modelo de pulmdn aislado no perfundido de rata,
sanas o expuestas a LPS, sometidas a diferentes estrategias ventilatorias, concluyeron que
la VM producia un aumento de citoquinas (TNF-a, IL-1B, IL-10, IL-6 y MIP-2), tanto en el
pulmén sano como en el expuesto previamente a LPS, jugando un papel fundamental tanto

en el inicio como en la propagacion de la respuesta inflamatoria sistémica [7].

Esta disparidad de resultados, podria deberse a diversos factores, entre los que se
encuentran las caracteristicas del modelo (modelos in vivo o ex vivo, perfundidos o no),
insulto Unico o doble (por ejemplo, LPS y VM), muestra utilizada para las determinaciones
(mediciones realizadas en tejido pulmonar o en LBA), o al patron temporal de la respuesta

inflamatoria (al tratarse en la mayoria de los casos de modelos de corta duracion).

Consideraciones sobre el modelo de pulmén aislado ventilado y perfundido

Para contestar a la pregunta: ¢ Nuestro modelo de VILI se asocia a dafio de 6rganos a
distancia, en concreto disfuncion vascular?, desarrollamos un modelo ex vivo de pulmoén y
vasos. La ventaja fundamental del modelo de pulmoén aislado ventilado y perfundido radica

en que permite demostrar que es la respuesta inflamatoria pulmonar secundaria a la VM con
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V1 elevado la responsable del dafio sistémico, en nuestro caso alteracion en la funcién
vascular en anillos adrticos procedentes de animales sanos distintos a los empleados para el
experimento de ventilacion mecanica. La referencia fundamental para nuestro modelo es el
trabajo de Jaecklin et al., en el que en un modelo ex vivo se perfundieron pulmones
ventilados con Vt bajo con liquido de perfusién procedente de pulmones previamente
ventilados con V+ elevado, produciéndose un descenso de la distensibilidad y un aumento de
la concentracion de proteinas en el LBA, respecto a los pulmones perfundidos con el liquido
de perfusion control, que no habia pasado por el pulmén. Por tanto, se demostré que el
liquido de perfusion procedente de pulmones dafiados, puede transferir el dafio a otros

pulmones ventilados con estrategia protectora [122].

Este concepto justifica la relevancia clinica de nuestro modelo, ya que explicaria por
qué la mayoria de los pacientes que fallecen en el contexto de un SDRA, no lo hacen a
consecuencia del fallo pulmonar, sino por el desarrollo de un fallo multiorganico (FMO)
[6,56].

En nuestro caso, el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados,
produjo una alteracion en la funcién vascular, modificando la funcién endotelial y la

respuesta contractil de los anillos adrticos (vide infra).

Por otro lado, los modelos de pulmén aislado ventilado y perfundido, permiten evaluar
el efecto de diferentes estrategias de VM sobre la lesion pulmonar, independientemente de
la influencia de otras variables fisioldégicas confundidoras. Por ejemplo, en los modelos ex
Vvivo, no se produce un descenso del retorno venoso por aumento de la presion intratoracica
al ventilar con V; elevado, por lo que las alteraciones encontradas a distancia no son fruto de
las alteraciones hemodinamicas. Ademas, al aislar los pulmones del resto del organismo, se
salva la posible interferencia de la respuesta inflamatoria sistémica sobre los mecanismos de
dafio pulmonar. Finalmente, este modelo permite la administracion de tratamientos via

intratraqueal o administrados en el liquido de perfusion [119].

La ventaja de este modelo en animales de pequefio tamafio como roedores, es su
menor coste y mayor disponibilidad, lo que permite aumentar el tamafo de la muestra en los
experimentos. Ademas, en roedores, el tiempo de ejecucion de los experimentos es menor y
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una vez adquirida una cierta experiencia en la cirugia el modelo es altamente reproducible
[119]. Por otro lado, es importante estandarizar los protocolos de experimentacion, asi como
el liquido de perfusion empleado, para hacer mas comparables los diferentes trabajos [121].

Consideraciones sobre la composicion del liquido de perfusién

En este tipo de modelos es importante la composicion y caracteristicas del liquido de
perfusion, siendo de especial importancia la presion oncética, la temperatura, los gases
inspiratorios administrados y la presion en la arteria pulmonar [119-121]. La composicion del
liquido de perfusién puede modificar la respuesta inflamatoria y la permeabilidad alveolo-
capilar en el modelo experimental. La composicion del liquido de perfusién utilizado en el
presente modelo (solucién de Krebs-Henseleit, KHS) se detalla en el apartado de Material y

métodos.

El liquido de perfusion debe mantener una presién osmotica y oncaética similar a la
sangre. Este aspecto es fundamental para no influir sobre la permeabilidad alveolo-capilar.
La solucion de Krebs-Henseleit usada en los experimentos contiene un 4% de albimina
sérica bovina. Varios trabajos han demostrado el papel beneficioso de la albumina en el
liquido de perfusion, ya que protege de la formacion de edema. El efecto beneficioso de la
albumina se debe a la modulacién de la permeabilidad a proteinas en el lecho vascular
pulmonar [120,134,135].

Por otro lado, el liguido de perfusion debe proporcionar glucosa como fuente de
energia del metabolismo energético y debe contener una composicion electrolitica similar al

contenido intravascular.

Otro aspecto importante es el mantenimiento de un pH constante durante el
experimento, que se logra mediante la adicién de carbégeno (20% O, 5% CO,, con balance
de nitrdgeno) a la solucion de Krebs y el mantenimiento de la temperatura a 37°C [120,136].
Este dato es importante pues el equilibrio acido-base interviene en la regulacion de

numerosos procesos fisiologicos. Ademas, el burbujeo evita la precipitacion de calcio.

En cuanto a la utilizacion de un liquido de perfusion sin elementos sanguineos, esta

decision se tomo en base a evitar la interferencia de las células sanguineas en el desarrollo
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del dafio pulmonar, ya que es conocido el papel de los neutréfilos en la lesion pulmonar [65].
Ademas, en un trabajo previo de nuestro grupo en este mismo modelo, se valoré el efecto de
la composicion del liquido de perfusién (con y sin sangre autéloga) sobre el desarrollo de

dafo pulmonar inducido por la ventilacion mecanica [129].

En resumen, la relevancia clinica de nuestro modelo radica en que reproduce una
condicion patolégica (el SDRA), producido exclusivamente por el dafio mecanico secundario
a la ventilacion, y mediante la realizaciébn de un bioensayo, se demuestra la disfuncion
sistémica (en este caso del sistema cardiovascular), asociada al dafio pulmonar inducido por

la VM, que es la causante del FMO que sufren los pacientes en el seno de un SDRA.

CARACTERIZACION DE 2 FENOTIPOS EN RELACION A LA RESPUESTA A LA
VENTILACION MECANICA CON VOLUMEN TIDAL ELEVADO

En nuestro modelo ex vivo de VILI, la ventilacion con Vt elevado de 25 ml/kg, produjo
una alteracion en la mecanica respiratoria, como fue el aumento progresivo de la presion
inspiratoria pico (PIP), aunque este hecho no ocurrié en todos los pulmones sometidos a esa
estrategia ventilatoria. Como se ha explicado anteriormente, nuestro grupo habia objetivado
previamente este suceso, en un modelo in vivo [137]. Dado que en dicho trabajo el dafio
histolégico se correlacionaba con el valor de PIP, se decidi6 realizar una curva ROC para
encontrar el punto de corte de PIP maxima con una mejor sensibilidad y especificidad en
relacion a la presencia de membranas hialinas en el analisis histolégico, ya que no
disponiamos de muestras de pulmén de todos los experimentos realizados para clasificar los
experimentos en base al dafio pulmonar (Ver Figura 19). Aunque esta es una limitacion
importante, realizamos el estudio histologico en el 67% de los experimentos, y la sensibilidad
alcanzada con el punto de PIP establecido fue de un 95,5%, por lo que consideramos que

nuestra aproximacion para establecer los diferentes grupos en nuestro trabajo es valida.

Una vez obtenido el punto de corte de PIP, en nuestro caso mayor o igual de 15 cm

H,O, se establecieron 2 patrones en los pulmones ventilados con V+ elevado, denominados
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Vr elevado sin dafio pulmonar (equivalente a los experimentos con PIP maxima <15 cm H,0)

y Vr elevado con dafio pulmonar (experimentos con PIP maxima 2 15 cm H,0).

Puesto que preveiamos que al ventilar con Vt elevado no todos los animales sufririan
dafio pulmonar, esta consideracion se tuvo en cuenta al calcular el tamafio de la muestra

(ver Tamarno de la muestra en Material y métodos).

En base a este andlisis, en los resultados hemos analizado si el efecto de la VM sobre
el pulmon, el dafio sistémico y la funcion vascular, fue diferente en aquellos animales cuyos
pulmones mostraron dafio histoldgico en respuesta a la VM, respecto a aquéllos animales

cuyos pulmones no se alteraron al ser ventilados con Vr elevado.

El objetivo del presente trabajo, no fue estudiar los mecanismos que explicarian esta
susceptibilidad o respuesta pulmonar y sistémica diferente al mismo insulto, en nuestro caso
la ventilacion con V+t elevado. Sin embargo, como se observa en los resultados, el subgrupo
de animales ventilado con Vr elevado que no sufre dafio pulmonar, se comporta de manera
similar al grupo control, en nuestro caso, el ventilado con Vt bajo, en cuanto a la mecéanica

pulmonar.

De manera especulativa, se podrian plantear diferentes explicaciones al hecho de que
un mismo insulto produzca dos tipos de respuesta en animales de las mismas
caracteristicas, en nuestro caso ratas macho Sprague-Dawley (SD) de un rango de peso

concreto y unas caracteristicas genéticas similares.

En primer lugar, podrian existir diferencias genéticas en los animales de
experimentacion utilizados. Esta seria una posibilidad, aun cuando las ratas usadas son
criadas en nuestro animalario y por tanto su genética deberia ser similar. Sin embargo, las
condiciones medioambientales pueden modificar la activacion o no de ciertos genes. Los
cambios epigenéticos permiten la regulacion de la expresion de proteinas activando o
desactivando determinados genes, mediante diversos mecanismos, como la metilacion del

DNA, la modificacion de histonas y la modulacion de micro-RNAs [138].

En estudios clinicos se ha objetivado que los pacientes presentan variabilidad en la

respuesta a diferentes factores de riesgo de lesion pulmonar aguda. En estudios en
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personas sanas a las que se administra lipopolisacarido (LPS), se observan diferentes
patrones de respuesta en relacion a la produccién de citoquinas (CQs), y se han identificado
polimorfismos en el receptor Toll-like (TLR). En estudios en pacientes con sepsis, se ha
encontrado una asociacion entre el polimorfirmos en TLR y pacientes que fallecieron. Por
tanto, la variabilidad de la inmunidad innata puede jugar un papel en la susceptibilidad a

ciertas condiciones, como el dafio pulmonar agudo [32].

Aunque no fue el objeto de nuestro trabajo, seria de gran interés la blsqueda de
biomarcadores en las muestras de los diferentes grupos de animales de nuestro estudio,
para intentar identificar aquellos animales susceptibles de desarrollar VILI de manera precoz,
y su posible aplicacion traslacional. Hasta el momento, no se ha identificado ningun
biomarcador con suficiente sensibilidad para el diagnéstico precoz de las alteraciones tipicas
del SDRA, como el DAD o el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar.

En este sentido, varios trabajos han analizado la presencia de microRNAs como
posibles biomarcadores de SDRA en modelos de dafio pulmonar [139].

Los microRNAs son pequefias moléculas de acido ribonucleico (RNA) no codificante,
capaces de regular la actividad de diversos genes. Entre sus ventajas, destacan: i) se
pueden localizar en una amplia variedad de muestras corporales (suero, plasma, orina,
liguido pleural, secreciones bronquiales, etc); ii) son muy estables y resistentes a la
degradacion; iii) se han mostrado precisos para el diagnostico y pronostico de algunas

entidades patologicas como la sepsis [140].

En el contexto del SDRA, se ha objetivado que los microRNAs estan implicados en
funciones relacionadas con su patogénesis, como la regulacién de genes relacionados con
el sistema inmune vy la liberacién de mediadores inflamatorios. También existe evidencia de
modelos animales de ALI con un perfil de expresion de microRNAs determinado. Asi mismo,

los pacientes con SDRA, también muestran un patron caracteristico de microRNAs [141].

Otra posible explicacion de la diferente respuesta de los animales al mismo insulto,
serian artefactos que expliquen el comportamiento diferente de los pulmones ventilados con

V1 elevado. Por ejemplo, la intubacion selectiva de uno de los bronquios produciria un
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aumento de la PIP y quizd mayor dafio en el pulmon intubado selectivamente. En nuestro
modelo, esta situacion es improbable, al tratarse de pulmones ventilados ex vivo, donde el
experimentador puede ver directamente la canula de la traqueostomia correctamente

posicionada en la traquea por encima de la carina.

Otra posibilidad seria el dafio causado a los pulmones durante la cirugia, por la
manipulacion durante la canulacién de la circulacion pulmonar, o el tiempo de isquemia al
gue son sometidos los pulmones por las caracteristicas del modelo. Se podria pensar que
debido a la curva de aprendizaje del experimentador sobre el modelo, los experimentos con
mayor dafio pulmonar serian los primeros, debido a una menor destreza manual, junto con
un mayor tiempo de ejecucién. Sin embargo, esto no fue asi, con una distribucién temporal
aleatoria de los pulmones que mostraron dafio pulmonar. En contra de esta teoria, estaria
gue el experimentador fue siempre la misma persona, con una experiencia previa adquirida
en el modelo mediante un periodo de aprendizaje, y la posterior realizaciéon de varios

experimentos piloto con este mismo modelo animal.

Dado que durante la cirugia el pulmén no es ventilado hasta que no se realiza la
esternotomia, se podrian producir atelectasias, ocasionando areas de hiperinsuflacion y
areas no ventiladas, de forma similar a lo que ocurre en el SDRA. Esto podria explicar el
diferente comportamiento de los pulmones en cuanto al desarrollo del dafio pulmonar. Los
pulmones que presentan dafio podrian haber sufrido un mayor colapso alveolar con un
reclutamiento insuficiente al iniciar la ventilacién. Sin embargo, el hecho de que no
observemos dafio pulmonar en el grupo ventilado con V1 bajo (no se observaron membranas
hialinas en ningan pulmén ventilado con V1 bajo), iria en contra de esta hipétesis. Ademas,
tedricamente al ventilar con V1 bajo, la posibilidad de reclutar el pulmén y abrir estas

posibles areas atelectasiadas, seria menor que al ventilar con V1 elevado.

Por otro lado, algunos factores externos, como determinados agentes infecciosos,
pueden modificar la susceptibilidad al VILI. Por ejemplo, en ratones con infeccién por el virus
respiratorio sincitial (VRS), la VM empeora el dafio pulmonar, comparados con ratones

infectados con otros virus como pneumovirus o ratones sometidos sélo a VM [32].
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Al tratarse de un modelo ex vivo, podemos excluir otras posibles interferencias, como

la desadaptacion de los animales con el respirador por insuficiente sedo-analgesia.

Independientemente del motivo de la diferente respuesta pulmonar y sistémica al
aplicar un V1 elevado en nuestro modelo de VILI, consideramos que es imprescindible
comprobar la validez de los modelos animales en base a criterios objetivos, en funcion de la
histologia, la alteracién barrera alveolo-capilar, o la disfuncion fisiolégica, y no solo tener en

cuenta el tipo de insulto aplicado (en nuestro caso Vy elevado).

Nuestro hallazgo de que existe un subgrupo de animales que responden de manera
diferente a un mismo insulto, la VM agresiva, no ha sido descrito previamente en modelos ex
vivo. En un modelo in vivo previo de nuestro grupo, se describio este fendmeno, consistente
en que al aplicar los mismos parametros de VM en ratas sanas, en este caso un Vt de 25
ml/kg y una PEEP de 0 cm H,0, existia un subgrupo de animales que desarrollaban cambios
pulmonares y alteraciones hemodinamicas en respuesta a la VM, y otro subgrupo de
animales que no mostraban modificaciones en la mecénica pulmonar ni alteraciones
cardiovasculares [137]. A diferencia de nuestro trabajo, en el modelo in vivo comentado, el
aumento de la PIP que presentaban los animales susceptibles se producia en al comienzo
de la VM. Ademas, este aumento de PIP se correlacion6 con dafio histolégico pulmonar. En
este trabajo, se determiné un valor de PIP en T=0 de 26,5 cm H,O, que definia los 2

subgrupos de animales, denominados “resistentes” y “susceptibles”.

En pacientes, podriamos encontrar un cierto paralelismo con este fenémeno. A partir
de trabajos que han analizado autopsias de pacientes que cumplian criterios clinicos de
SDRA, se ha objetivado que la presencia o ausencia de DAD en el andlisis histologico,
determinaba un subfenotipo especifico de pacientes [27]. Mediante un modelo predictivo, se
encontré que la presencia de DAD se asocid a una menor relacion PaO,/FiO,, menor
distensibilidad dinamica, y mayor probabilidad de muerte por hipoxemia, que los pacientes
sin DAD. Sin embargo, aunque la VM puede contribuir al dafio pulmonar en pacientes, los
determinantes del DAD son mdltiples y mucho méas complejos que en un modelo animal,
puesto que existe una amplia variabilidad en relacion a las modalidades y parametros de VM

aplicados, factores desencadenantes del SDRA o comorbilidades asociadas.
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El primer primer objetivo de este trabajo fue demostrar que la VM con V+ elevado en

un modelo ex vivo se asociaba con VILI. Para ellos vamos a discutir los resultados de la
mecanica pulmonar y el analisis histolégico. Finalmente, comentaremos los cambios que se

produjeron en el liquido de perfusion.

MECANICA PULMONAR

En cuanto a la mecanica pulmonar, en nuestro modelo encontramos un mayor
aumento del delta de PIP en el grupo de V+ elevado (Tabla 6 y Figura 20). Como la PIP
depende del Vr utilizado, en nuestro caso 6 y 25 ml/kg, para comparar ambos grupos se
calculo el delta de PIP (diferencia entre los valores de PIP maxima y los valores de PIP en
T=0). En relacién al delta de distensibilidad dindmica (pardmetro que también depende del
Vr aplicado), fue significativamente menor en el grupo ventilado con Vt elevado (Tabla 8 y
Figura 22). Ademas, se monitorizo la presion en la arteria pulmonar durante el experimento,
gue permanecio estable en todos los grupos. Por tanto, el aumento progresivo de la PIP y el
descenso de la distensibilidad dinamica, indicarian una alteracion en las propiedades
mecanicas del pulmén. Al analizar los resultados en funcién de la presencia o no de dafio
pulmonar al ventilar con V1 elevado, se objetivd que el delta de PIP y el delta de
distensibilidad dinamica s6lo se alteraron de manera significativa en el subgrupo que
presentaba dafio pulmonar, mientras que permanecieron practicamente sin cambios en el
los pulmones ventilados con Vr elevado sin dafio pulmonar (Tablas 7y 9 y Figuras 21 y 23).
Visualmente, el hallazgo macroscépico que presentaban los pulmones ventilados con V+
elevado que mostraron PIP mas elevadas, fue el edema macroscopico y amplias areas de

decoloracion pulmonar.

Nuestros resultados son similares a los de otros trabajos que han estudiado la
mecanica pulmonar en modelos in vivo y ex vivo de VILI. Nin et al. observaron un aumento
de la PIP en ratas ventiladas in vivo con Vy elevado de 35 ml/kg [5,12,13]. En modelos ex

vivo, se reproduce este incremento de la PIP en pulmones de rata ventilados con Vt elevado

[71
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Numerosos trabajos han relacionado el aumento progresivo de la PIP en el seno del

dafio pulmonar inducido por la VM con la formacion de edema pulmonar [46,53]. En nuestro
modelo, no analizamos las alteraciones de la permeabilidad alveolo-capilar, aunque el
edema macroscopico fue evidente durante la realizacion de los experimentos, sobre todo en

el caso de los pulmones que mostraron un aumento progresivo de la PIP.

Lo novedoso de este trabajo, es que previamente no se ha descrito este fendmeno en
modelos ex vivo de VILI. El interés de nuestro hallazgo estaria en la posibilidad de encontrar
un biomarcador que se asocie a desarrollo de DAD en un modelo animal en futuros estudios,

con su potencial aplicacion en la practica clinica.

CAMBIOS HISTOLOGICOS

Un aspecto fundamental en los modelos de ALl es la evaluacion histolégica. En
humanos, el gold standard en el analisis anatomopatoldgico es el hallazgo de dafio alveolar
difuso (DAD) [25-27].

El dafio alveolar difuso se caracteriza por: i) una fase exudativa temprana
caracterizada por la acumulacion de neutrofilos, conocida como alveolitis neutrofilica; ii)
depdsito de membranas hialinas compuestas de fibrina y otros desechos proteinaceos; iii)
engrosamiento intersticial; y iv) formacién de microtrombos (evidencia de dafio endotelial y
activacion intraluminal de la cascada de coagulacién). Posteriormente se produce una fase
proliferativa caracterizada por hiperplasia de las células alveolares epiteliales y fibrosis
intersticial [26,28] (Figura 1).

Es razonable esperar que los modelos animales de ALI/SDRA reflejen alguna de
estas caracteristicas. Sin embargo, ningin modelo animal reproduce de forma completa
todas las caracteristicas histologicas del DAD en humanos. La presencia de un Unico dato
histolégico de ALI en un animal experimental (p.e. alveolitis neutrofilica), no necesariamente
indica que se trate de un buen modelo de ALI, y al contrario, la ausencia de una 0 mas
caracteristicas, no lo excluye, todo depende de la hipdtesis planteada. A pesar de estos
inconvenientes, la evaluacion cuantitativa de las caracteristicas histologicas de ALI es
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fundamental para evaluar el grado del dafio pulmonar en modelos animales. Este analisis
requiere que los pulmones estén adecuadamente fijados con un volumen equivalente a la

capacidad funcional residual, para lo cual se insuflan los pulmones con una presion de 15 a
20 cm H,0.

En nuestro modelo, la ventilacién con Vr elevado de 25 ml/kg produjo dafio pulmonar
histolégico y macroscopico en un subgrupo de animales. Al igual que en trabajos previos,
observamos que no todos los pulmones ventilados con Vi elevado presentaban datos
anatomopatoldgicos de dafio alveolar difuso [137]. Como se puede observar en las Tablas
10y 11, estos hallazgos son més frecuentes en los pulmones de los animales ventilados con
Vt elevado, asi como en el subgrupo que presenté un mayor aumento de la PIP a lo largo
del experimento (V1 elevado con dafio pulmonar). Aunque lo ideal hubiese sido clasificar
todos los experimentos en funcion de los hallazgos histologicos, no disponiamos de
muestras de pulmdén para anatomia patoldgica en todos los casos, por lo que los grupos se
establecieron en funcién de un punto de corte de PIP obtenido mediante una curva ROC

(vide supra).

Para el estudio anatomopatologico se tomd como referencia el “Lung scoring system”
(Figura 18) [126], propuesto en trabajo de Matute-Bello et al. (Ver Material y métodos).
Este score se basa en la presencia de membranas hialinas, neutréfilos alveolares e
intersticiales, material proteinaceo, engrosamiento septos alveolares y hemorragia. Como se
ha comentado, para que un modelo de ALI sea valido, no es necesario que reproduzca todas

las caracteristicas citadas de DAD.

En nuestro trabajo, tuvimos en cuenta la presencia o ausencia de membranas hialinas
para determinar el punto de corte de PIP maxima que definia un subgrupo de animales que
sufrian dafio pulmonar, ya que este hallazgo es considerado el mas caracteristico en el
SDRA [127,128]. El segundo hallazgo mas frecuente en nuestro trabajo, fue la presencia de
neutrofilos alveolares y en el espacio intersticial. Sin embargo, al tratarse de un modelo de
pulmén perfundido con un liquido de perfusion acelular, se podria especular que la presencia
de neutrdfilos alveolares e intersticiales habria sido mas evidente en un modelo perfundido

con sangre. Por este motivo, se decidio usar la presencia o ausencia de membranas hialinas
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en lugar de la puntuacion total del score. El hallazgo de membranas hialinas en nuestro
trabajo tiene una gran relevancia, pues otorga validez al modelo al hacerlo similar al dafio
alveolar difuso en humanos. Hay que tener en cuenta, que la presencia de membranas
hialinas en modelos murinos es infrecuente [126]. De hecho, otros modelos murinos ex vivo

de VILI no encuentran membranas hialinas en el analisis histolégico [22,67].

Esta heterogeneidad en los hallazgos histolégicos también se ha comprobado en
estudios realizados en pacientes. En estudios realizados en autopsias de pacientes que
cumplian los criterios de SDRA, se objetivd que no todos los casos tenian DAD en el analisis
anatomopatoldgico [26,142]. EI DAD fue mas frecuente en pacientes que cumplian los
criterios clinicos de SDRA durante mas de 72 horas y aquéllos con SDRA grave [26]. Una
posible explicacién al hecho de que algunos pacientes cumplieran criterios de SDRA, sin
presentar ninguna lesion histolégica, seria la presencia de atelectasias. Otra limitacién de
estos estudios es su caracter retrospectivo, y el sesgo que supone realizarlo sélo en

pacientes que no sobreviven, lo que implica mayor gravedad de estos pacientes.

El motivo por el cual encontramos algun pulmon en el que la PIP maxima estaba por
encima de nuestro punto de corte, que no presentaba membranas hialinas, podria explicarse
por: i) defectos técnicos en la fijaciéon del pulmén, que como se ha comentado anteriormente,
es de vital importancia para la valoracion histolégica; i) la naturaleza heterogénea del dafio
pulmonar difuso, con areas pulmonares de caracteristicas normales y otras areas con
presencia de alteraciones histolégicas; iii) tiempo insuficiente para el desarrollo de las
membranas hialinas, dado que el experimento duraba 150 minutos, y algunos autores

estiman que las membranas hialinas se forman a lo largo de 2-3 dias [127].
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CAMBIOS EN EL LIQUIDO DE PERFUSION.

Equilibrio acido-base

En nuestro modelo, tanto en el andlisis de los 2 grupos de VM, como al analizar el
grupo ventilado con V+ elevado en funcion de la PIP maxima, no hubo diferencias entre los
parametros del equilibro acido-base basales y finales entre los grupos estudiados, aunque
se objetivé una tendencia no significativa al descenso del bicarbonato, asi como un aumento

del exceso de bases, a lo largo del experimento (Tablas 12 y 13).

La importancia de mantener estables los valores del equilibro acido-base durante el
experimento es fundamental, por su implicacion en la funcion de enzimas, la expresion de

genes y diversas funciones bioldgicas como la respuesta inflamatoria.

En este sentido, son numerosos los trabajos que han estudiado el efecto de la
acidosis tanto hipercapnica como metabdlica sobre el dafio pulmonar inducido por la
ventilacion mecénica. Brocard et al. demostraron en un modelo ex vivo en conejos que la
acidosis respiratoria disminuia la gravedad del dafio pulmonar inducido por la ventilacion
mecdanica [143]. La hipercapnia tiene efectos en la produccion y funcionalidad del
surfactante, modula la permeabilidad vascular y regula la formaciéon del NO (disminuye su
produccién enddgena). Otros trabajos han puesto de manifiesto que la acidosis, tanto
hipercdpnica como metabdlica, previene la formacién de edema pulmonar [144]. El efecto
beneficioso de la acidosis parece ser mas pronunciado en el caso de los pulmones mas
gravemente dafiados. Por otro lado, sobre el lecho vascular pulmonar, la acidosis
contrarresta el efecto vasodilatador del diéxido de carbono.

En nuestro modelo, el uso de un Vt elevado para inducir dafio pulmonar ocasionaria
un descenso de la pCO., lo que supondria un factor de confusion en este grupo de animales.
Este hecho se compens6 aumentando el espacio muerto en el sistema, afiadiendo un tramo
de tubuladura. Para averiguar la longitud del tramo de tubuladura (espacio muerto) a afiadir,
se realizaron varios experimentos de ensayo-error, de forma que la pa la salida de la canula
de la auricula izquierda fuera similar a la del grupo ventilado con V+ bajo. Por otro lado, dado

gue se administré carbdgeno en el reservorio del liquido de perfusion, era esperable que se
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mantuvieran constantes los valores de pO, y pCO,, debido a la rapida difusion de los

mismos.

Como se observa en los resultados (Tablas 12 y 13), tanto la pCO, basal como la
final fueron similares en todos grupos de ventilacion, aunque si se observo una tendencia a
la hipocapnia en todos los grupos tanto al inicio como al final del experimento. Sin embargo,
este descenso de la pCO; no repercute de manera importante sobre el pH. Los valores de
pH al inicio del experimento estan en torno a 7,5 en todos los grupos, y desciende de
manera no significativa hasta cifras en torno a 7,45 al final del experimento,
independientemente del V aplicado. Este descenso esta probablemente en relacién con la

disminucioén del bicarbonato.

En relacion a lo comentado anteriormente, esta tendencia a la hipocapnia en nuestro
modelo, actuaria en todo caso como una desventaja y facilitaria el dafio pulmonar, aunque
dado que no se acompafia de acidosis, interpretamos que su efecto sobre el pulmén es
escaso. Por tanto, en nuestro trabajo, los valores de los parametros del equilibrio &cido-base
permanecieron estables a lo largo del experimento, en todos los grupos, por lo que los
cambios observados en nuestro modelo son atribuibles a los efectos de la sobredistension y
el biotrauma inducido por la ventilacion mecanica con Vt elevado, mas que por los cambios

en las condiciones de pH del liquido de perfusién.

En cuanto a los valores de lactato en el liquido de perfusién, en nuestro modelo se
produjo un aumento progresivo del mismo a lo largo del experimento, significativamente
mayor en el grupo ventilado con V1 elevado (Figura 24) y en el subgrupo ventilado con Vr
elevado que presentaba dafio pulmonar (Figura 25). Asi mismo, en nuestro modelo, se
observd un descenso de la glucosa, siendo los valores finales de glucosa mas bajos en el
grupo ventilado con V1 elevado (Figura 26) y en el subgrupo ventilado con Vr elevado que

presentaba dafo pulmonar (Figura 27).

De la misma forma, otros autores han encontrado un aumento del lactato y un
descenso de la glucosa en el tejido de pulmones ventilados con V1 elevado respecto a
controles ventilados con V1 bajo [145,146]. Serkova et al., en un modelo de VILI en ratdn,

instilaron por via intratraqueal citoquinas proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) y observaron
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mediante espectroscopia de resonancia magnética cambios en la concentracion de ATP,
ADP vy del ratio lactato-glucosa. Esto indica una afectacion del metabolismo energético
(deplecién de ATP) con aumento del metabolismo anaerdbico y la actividad glucolitica
(elevacion del ratio lactato-glucosa) en el grupo tratado [145]. En otro trabajo, se comparaba
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear y espectometria de masas el
perfil metabdlico en tejido pulmonar, LBA y suero de ratas sometidas a 2 estrategias de VM.
Comparados con los controles, los animales con dafio pulmonar inducido por la VM tenian
mayores concentraciones de lactato y un descenso de la glucosa en tejido pulmonar, asi
como niveles aumentados de glucosa y lactato en LBA. Estos hallazgos sugieren que se
produce una modificacion del metabolismo energético con una mayor utilizacién de glucosa
y la alteracion del metabolismo aerdbico en los animales que sufren dafio pulmonar. El
aumento de la concentracion de lactato y glucosa en LBA, podria estar en relacién con la
alteracion de la permeabilidad vascular. Ademas, encontraron una correlacién entre los
niveles de los metabolitos cuyos valores eran distintos en el grupo de VILI, con parametros

relacionados con el dafio pulmonar como la PIP, PaO, y el score de dafio pulmonar [146].

Dafio celular: actividad de AST, ALT, LDHy CK

El aumento de enzimas de citolisis como la LDH, CK y AST, medidas en el liquido de
perfusion en nuestro modelo, es indicativo de lesién celular, que progresa a lo largo del
experimento, ya que los valores finales son significativamente mayores que los basales.
Ademas, este aumento es significativamente mas marcado en el grupo ventilado con V+

elevado (Tabla 18) y los pulmones con dafo pulmonar (Tabla 19).

La LDH es una enzima presente en el citoplasma de las células de diversos tejidos,
entre ellos los pulmones. Ante una lesion de dichos tejidos, independientemente de la causa,
las células liberan LDH, bien por lisis celular o por alteracion en su membrana, por lo que su
aumento es un dato inespecifico de dafio celular. En trabajos previos, se ha demostrado la
utilidad de determinar LDH en el lavado broncoalveolar como indicador de dafio pulmonar,

tanto en modelos in vivo [147], como ex vivo [148,149]. En algunos estudios, se ha
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determinado la concentracion sérica de LDH, y en los modelos ex vivo, sus niveles en el

liqguido de perfusion.

En el trabajo de Behnia et al. se determinaron los niveles de AST, CPK y LDH en
muestras sanguineas y en LBA, encontrando un aumento de los niveles de AST y LDH en el
LBA, y una elevacion de LDH, AST y CPK en el suero de los animales ventilados con Vt

elevado. Sin embargo, en este trabajo, el grupo control eran ratas no ventiladas.

En estudios previos de nuestro grupo, se observé un aumento en la concentracion de
AST, ALT y LDH, tanto en suero como en LBA de ratas ventiladas in vivo con Vt elevado
[5,12], respecto a animales ventilados con V1 bajo. En otro modelo de VILI in vivo, se aprecio
que algunos signos de dafio celular sistémico inespecifico (elevaciéon de AST y ALT),
aumentaban de forma diferencial en un subgrupo de animales ventilados con V+ elevado que

presentaba una PIP basal mas alta [137].

Esta elevacion en suero y en LBA de la actividad de estas enzimas presentes en
numerosos tipos de células, en modelos in vivo, se podrian interpretar como el resultado del
dafio celular producido en el contexto de la inflamacion sistémica asociada a VILI, pero no se
puede descartar que sean secundarios a la hipoperfusion que se produce al disminuir la

precarga al ventilar con volimenes pulmonares tan elevados.

En cuanto a los estudios ex vivo, Liu et al. [148], en un modelo de pulmén aislado
ventilado y perfundido, en ratas con dafio pulmonar secundario a isquemia-reperfusion,
midieron la actividad de LDH en el liquido de perfusion, encontrando valores mas elevados
en el grupo sometido al insulto respecto al control, y un descenso de los valores de LDH con

el tratamiento con isoflurano y sevoflurano.

En otro modelo ex vivo de pulmon en fetos de ovejas, encontraron una correlacion
entre la LDH en el liquido de perfusion y el edema pulmonar, por lo que consideraron que el
aumento de dicha enzima podria estar en relacion a la destruccion de las células
endoteliales y epiteliales pulmonares. Este hecho produciria un aumento de la permeabilidad

de la barrera alveolo-capilar con la consiguiente formacién de edema pulmonar [136].
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La hipétesis que explicaria la presencia de LDH en el LBA, seria que el dafio
mecénico producido por la VM con V+ elevado lesiona las células pulmonares, si bien no se
conoce exactamente el tipo celular que libera el contenido enzimético. Se especula que
podria ser debido a un dafio de las células endoteliales, o bien de las células presentes en el
espacio alveolar e intersticial, 0 quizas de las células bronquiales. El liquido de perfusion
utilizado en nuestro modelo esta exento de estas enzimas. Por ello, el aumento progresivo
de LDH en el liquido de perfusion se explicaria por la liberaciéon de LDH por las células
pulmonares dafadas: i) dafio de las células endoteliales con liberacion de la LDH a los
vasos, o bien ii) dafio de células presentes en el espacio alveolar o intersticial, con
translocacién de las moléculas de LDH que pasarian hacia el espacio intravascular gracias
al aumento de la permeabilidad capilar.

En nuestro modelo, no se determing la actividad de dichas enzimas en el lavado
broncoalveolar, s6lo se midi6 en el liquido de perfusion. En un trabajo previo de nuestro
grupo [129], se determind la actividad de LDH, CK, AST y ALT tanto en el LBA como en el
liquido de perfusion, encontrando aumento de LDH, AST y ALT en el LBA, y de LDH y AST
en el liquido de perfusion asociado a la ventilacién con V+ elevado.

En resumen, encontramos indicios de dafo celular pulmonar asociado al dafo
pulmonar inducido por la VM. Ademas, el incremento las enzimas de citolisis, es mas
acusado en el liquido de perfusion de los pulmones ventilados con V1 elevado y los
pulmones que sufren dafio pulmonar. El aumento progresivo de las enzimas de citolisis en el
liquido de perfusion, cuya composicion inicial carece de dichos elementos, seria indicativo
de: i) dafio de las células endoteliales, o bien ii) lesién de las células epiteliales bronquiales o
alveolares, u otras células presentes en el intersticio pulmonar, con el paso posterior desde
el espacio alveolar al intravascular facilitado por el aumento de la permeabilidad alveolo-

capilar.
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Otros parametros bioguimicos
En nuestro modelo, encontramos un aumento del sodio en el liquido de perfusion al
final del experimento, sin diferencias entre los distintos grupos establecidos en base al Vy
usado y el dafio pulmonar. Esto puede ser explicado por la absorciéon activa de sodio por el

epitelio pulmonar inducida por la VM. Otra posibilidad seria por evaporacion de agua libre a

lo largo del experimento [136].

Por otro lado, se produce un descenso del potasio y el calcio en el liquido de
perfusion. El descenso del potasio asociado al aumento del sodio en el liquido de perfusion,
podria estar en relacion con la actividad de la bomba sodio-potasio, presente en las

membranas celulares, encargada entre otras funciones de regular la presion osmotica.

El descenso del calcio total, podria ser debido al descenso de las proteinas totales en
el liquido de perfusion, pues aproximadamente un 40% del calcio total se encuentra unido a
proteinas. Por otro lado, el pH discretamente elevado (alcalosis) del liquido de perfusion

podria ocasionar un descenso del calcio iénico.

En nuestro modelo, se observa un descenso de la concentracion de proteinas en el
liquido de perfusion a lo largo del experimento. En modelos in vivo, se observa un aumento
de las proteinas en el LBA de los animales ventilados con V+ elevado, acompafiado de un
descenso de la concentracion de proteinas en suero, en relacion con la disrupcion de la
barrera alveolo-capilar [147]. En un modelo ex vivo realizado previamente por nuestro grupo,
se objetivd un aumento de proteinas en el LBA [129], por lo que es probable que el
descenso de proteinas en el liquido de perfusion sea debido al aumento de la permeabilidad

alveolo-capilar que favorece el paso de proteinas hacia la luz alveolar.
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VILI Y DISFUNCION VASCULAR. PAPEL DEL ESTRES NITRO-OXIDATIVO
La principal hipotesis planteada en este trabajo, fue que el VILI se asocia a disfuncion
vascular, caracterizada por una alteracion en la relajacion y en la contraccion vascular. A
continuacion, se discuten los resultados obtenidos en los experimentos de funcion vascular,

asi como la implicaciéon del estrés nitro-oxidativo en la alteracion de la funcion endotelial y

contractil.
Funcioén endotelial

En nuestro modelo, los anillos incubados con el liquido de perfusion procedente de los
pulmones ventilados con Vr elevado, mostraron una alteracion significativa en la relajacion
respecto a los controles (anillos incubados con liquido de perfusion que no habia pasado por
el pulmon). Sin embargo, los anillos procedentes de los pulmones ventilados con Vt bajo, no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en relacién a los controles (Figuras 30
y 31). Ademas, al comparar las curvas de relajacién de los anillos incubados con el liquido
de perfusion problema procedente de los 2 grupos de ventilacién (V1 bajo y V1 elevado), se
observé que aquellos anillos incubados con el liquido de perfusion procedente de los
pulmones ventilados con V1 elevado, relajaban discretamente peor en relacion a los anillos
incubados con el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo,

aunque las diferencias no alcanzaron la significacion estadistica (Figura 29).

Al analizar el efecto de la VM teniendo en cuenta si se habia producido dafio
pulmonar o no al ventilar con Vt elevado, en nuestro modelo, los anillos incubados con el
efluente procedente de los pulmones ventilados con Vy elevado con dafio pulmonar,
mostraron una alteracion significativa en la relajacién respecto a los controles (Figura 35).
Sin embargo, los anillos incubados con el efluente de los pulmones ventilados con V1 bajo o
bien con Vi elevado sin dafio pulmonar, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con los controles (Figuras 34 y 35). Ademas, al comparar las
curvas de relajacion de los anillos incubados con el liquido de perfusién problema
procedente de los 3 grupos de ventilacién (V1 bajo, Vr elevado sin dafio pulmonar y Vr
elevado con dafio pulmonar), se observo que aquellos anillos incubados con el liquido de

perfusion procedente de los pulmones ventilados con Vr elevado con dafio pulmonar,
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relajaban peor en relacion a los anillos incubados con el liquido de perfusion procedente
tanto de los pulmones ventilados con V1 bajo, como de los pulmones ventilados con Vy
elevado sin dafio pulmonar, aunque la diferencia no alcanzé la significacion estadistica en

las comparaciones por pares (Figura 33).

Nuestro objetivo principal fue valuar si el VILI se asociaba con disfuncién vascular. En
base a nuestros resultados, se puede concluir que la ventilacion con V+ elevado indujo una
disfuncién vascular caracterizada por un empeoramiento en la relajacion. Nuestro cuarto
objetivo, fue valorar si la disfuncion vascular asociada al VILI se desarrollaba de forma mas
marcada en el grupo que presentaba dafio alveolar difuso. En nuestro modelo, la disfuncion
endotelial, se produjo de forma significativamente mas marcada en aquellos anillos adrticos
incubados con el efluente procedente de los pulmones que desarrollaron dafio pulmonar, en
comparaciéon con su control, mientras que en el caso de los anillos incubados con el efluente
de los pulmones sin dafio pulmonar, las diferencias no fueron significativas en relacion a los

controles.

En un trabajo previo de nuestro equipo, en un modelo ex vivo perfundido con solucion
de Krebs, mediante la realizacién de un bioensayo, se objetivé de forma similar a nuestro
modelo, un deterioro en la respuesta a Ach en los pulmones sometidos a V+ elevado tras 60
min de incubacién, pero no en los pulmones ventilados con Vt bajo, ni al incubar los anillos

aorticos durante 30 minutos [129].

Debido a las caracteristicas del modelo animal empleado, un modelo ex vivo de VILI,
y un bioensayo para estudiar la funcion vascular, se puede concluir que el pulmoén en
respuesta a la VM con parametros agresivos (en nuestro caso un Vr de 25 ml/kg con PEEP
de 0 cm H,0), libera a la circulacion mediadores capaces de producir una alteraciéon en la
funcién endotelial en los anillos de aorta procedentes de animales sanos. Puesto que es un
modelo ex vivo, permite aislar el efecto de la VM con V1 elevado de otras variables
confundidoras en los modelos in vivo, como son las alteraciones hemodinamicas
secundarias al uso de volumenes suprafisiologicos. Ademas, a diferencia de los modelos
previos in vivo en los que se demostraba una alteracion vascular ex vivo en los vasos del

animal sometido a la VM [5,13,16], en nuestro caso incubamos ex vivo anillos de aorta
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procedentes de ratas sanas con el liquido de perfusién que ha recirculado por los pulmones

ventilados, por lo que se demuestra la transferencia del dafio pulmonar al sistema vascular.

Este cross-talk entre el pulmén y los érganos no pulmonares es de vital importancia
en la fisiopatologia del DPA. En trabajos realizados en pacientes, se ha observado que la
principal causa de mortalidad en el SDRA es el shock y el fallo multiorganico
[4,6,10,15,56,150]. En un estudio de Esteban et al. que comparaba los criterios clinicos del
SDRA con los hallazgos anatomopatolégicos en la autopsia, se encontré que el 70% de los
pacientes con SDRA fallecian de shock refractario sin hipoxemia [142]. En otro trabajo
similar, ampliando la cohorte de pacientes, se observé que la principal causa de muerte fue
el shock refractario, en el 45% [26]. Lorente et al., realizaron otro estudio teniendo en cuenta
la presencia o ausencia de DAD en los pacientes fallecidos con diagnostico de SDRA, y
encontré que los pacientes sin DAD fallecian el doble de shock que los pacientes con DAD
[27]. Por otro lado, en pacientes con SDRA, se ha objetivado que el empleo de VM

protectora con V+ bajo, disminuye los dias de shock y FMO [4].

En diversos modelos animales de VILI, se ha observado que los animales ventilados
con Vr elevados sufrian hipotensién. Dreyfuss et al. en un trabajo clasico comentado
anteriormente (vide supra), encontraron que las ratas ventiladas con presién pico elevada sin
cinchas para limitar el V1 aplicado, y aquéllas ventiladas con presién negativa con un Vr
elevado, presentaban cifras de presion arterial sistélica significativamente menores respecto
a los animales ventilados con V+ bajo (grupo control) y a los ventilados con PIP elevada con
cinchas para limitar el Vr aplicado [50]. En un modelo de VILI en ovejas sanas, sometidas a
VM daiiina, todos los animales del grupo de dafio severo y 8 de las 11 ovejas del grupo de
dafio pulmonar moderado, murieron de hipotensién refractaria a fluidos y fallo multiorganico
[151]. Nin et al. en un modelo murino in vivo de VILI, objetivaron que los animales del grupo
ventilado con 35 ml/kg sin PEEP sufrian hipotension, con respecto al grupo control (V1 9
ml/kg), y que esta caida en la TAM era atenuada con la administracion previa de
dexametasona [12]. Choi et al. en otro modelo de VILI en rata, observaron un descenso de la
TAM en el grupo ventilado con V; elevado (20ml/kg), aunque se corrigid tras la

administracion de suero salino fisiologico (10ml/kg) [9].
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La disfuncién vascular asociada al dafio pulmonar inducido por la ventilacion
mecanica, se caracteriza por tanto por hipotensidon, pero también se ha observado un
aumento de la permeabilidad vascular y alteracion en la respuesta a sustancias

vasoconstrictoras y vasodilatadoras [5,11,13].

En relacion a esto, nuestro grupo cuenta con una amplia experiencia previa en el
estudio ex vivo de la disfuncion vascular asociada a la VM dafiina [5,13,16]. Nin et al. [13],
en un modelo murino de dafo pulmonar inducido por la VM, demostraron disfuncién vascular
en anillos aorticos ex vivo. Los anillos de aorta toracica de las ratas ventiladas con Vr
elevado, presentaban una menor respuesta contractii a NE, asi como disfuncién en la
relajacion en respuesta a Ach y nitroprusiato sodico. La causa de esta disfuncion vascular
podria ser una alteracion en la funcion del musculo liso y una menor disponibilidad de NO
debida a una disminucion de su vida media en un ambiente oxidativo. Estos mismos autores,
en un modelo similar, encontraron que las ratas que fueron sometidas a parametros
ventilatorios dafinos sufrian hipotension, y ex vivo, disfuncion en la relajacion y la
contraccion en respuesta a Ach y NE respectivamente, tanto en vasos pulmonares como

aorticos, pero de caracter reversible [5].

Sin embargo, los trabajos citados anteriormente, son modelos in vivo, por lo que
presentan una serie de limitaciones en cuanto al estudio de la disfuncion vascular asociada a
VILI. La principal limitacion de los modelos in vivo es que al ventilar con Vt elevado se
produce un aumento en la presion intratoracica, que provocaria un descenso en el retorno
venoso Yy por tanto una disminucién del flujo sanguineo, que podria ser responsable de la
disfuncién vascular. La estabilidad de la presion esofagica, que fue medida en los trabajos
de Nin et al. [5,13], iria en contra de esta teoria. Pero para excluir totalmente esta

posibilidad, no seria valido un modelo in vivo.

Otra limitacion de los modelos in vivo es que el tono vasomotor de los vasos esta
sometido a variables confundidoras. La administracion in vivo de vasodilatadores produce
vasodilatacion sistémica, que reduce la poscarga del ventriculo izquierdo, con un aumento

en el gasto cardiaco y una reduccion en la presion de la auricula izquierda.
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Con nuestro modelo ex vivo, al ventilar y perfundir los pulmones fuera de la caja
tordcica, se salvaron estas limitaciones. Ademas, mediante la realizacion de un bioensayo,
utilizando el liquido de perfusion que habia circulado por los pulmones sometidos a las
diferentes estrategias de VM, para incubar los anillos aorticos de animales sanos que no

habian recibido VM, permitié6 demostrar la hipotesis principal planteada en nuestro trabajo.
De acuerdo con los postulados de Koch [122], en nuestro modelo se demostro:

1) La presencia de una asociacion positiva: la VM con Vt elevado produce dafio en el

pulmén.

2) En segundo lugar, verificamos que existe una asociacion negativa: aunque la VM
con Vt bajo produce alguna alteracién pulmonar, esta no es suficiente para causar un dafio
caracterizado por la alteracion en la mecénica respiratoria (aumento de la PIP), alteracién en
la permeabilidad alveolo-capilar (edema macroscopico) o dafio histolégico (presencia de

membranas hialinas).

3) Finalmente, comprobamos un “efecto transferible”: el liquido de perfusion
procedente de pulmones ventilados con Vt elevado que mostraban dafio pulmonar indujo
disfuncién vascular, caracterizada por una alteracién en la relajacion, cuando se usé para

incubar anillos de aorta de otros animales sanos.

El objetivo de nuestro trabajo, no fue el aislamiento del mediador bioquimico
responsable del dafio vascular, sino el demostrar la relacion entre el DPA y el dafio a

distancia a nivel del sistema cardiovascular.

En cuanto a los mecanismos implicados en la disfuncion vascular asociada a VILI, en
modelos in vivo se propone que la alteraciéon de la funcion endotelial seria debida a la
sobredistension a la que son sometidas tanto las células epiteliales alveolares como las

células endoteliales cuando se ventila con V+ elevado.

Al igual que sobre las células epiteliales alveolares, el grado de estiramiento también
influye sobre las células endoteliales. En estudios in vitro, la exposicion a un estiramiento

ciclico del 5% (fisiolégico), protege la integridad de la barrera alveolo capilar y promueve la
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expresion de genes de perfil antiinflamatorio, mientras que la exposicion de las células
endoteliales a un mayor estiramiento (18%, similar al causado por la VM dafiina), aumenta la
permeabilidad alveolo-capilar, mediante la disrupcién intercelular y la expresion de genes

gue codifican CQs proinflamatorias [138].

Se sabe que la tensidbn que soportan las células endoteliales influye en diversas
funciones [138]: i) regulacidn del tono vascular mediante la modulacion de la eNOS, la COX-
Il'y la ET-1; ii) regulacién de la proliferacién de células endoteliales; iii) migracién celular; iv)
angiogénesis; v) adhesion célula-célula. Por tanto, el dafio mecénico a las células
endoteliales, pondria en marcha mecanismos de dafio celular como serian el aumento de la
apoptosis, la adhesion de células inflamatorias y la liberaciéon de mediadores inflamatorios
como citoquinas. Esta respuesta de las células endoteliales al estiramiento, junto a la
pérdida de la integridad de la barrera alveolo-capilar, contribuiria a la

“‘descompartimentalizacion” y amplificacion de la respuesta inflamatoria [138].

Nuestro modelo ex vivo de disfuncion vascular apoyaria esta hipotesis. En nuestro
caso, se incubaron los anillos aorticos con el efluente procedente de los pulmones ventilados
con Vt elevado, en el cual habrian sido liberadas las moléculas responsables de inducir el
dafio en los vasos. Estos mediadores, serian los responsables de la disfuncién endotelial de
los anillos adrticos. Ademas, la alteracion en la relajacion fue mas evidente en los anillos
incubados con el liquido de perfusién procedente de los pulmones que presentaban dafio
pulmonar histolégico, lo que reforzaria la teoria de que la disfuncidon vascular asociada al

VILI se desarrolla de forma mas marcada en el grupo que presenta dafo alveolar difuso.

En cuanto a los mecanismos implicados en la disfuncion endotelial, nuestra hipo6tesis

fue que el estrés nitro-oxidativo estaba implicado en la alteracion de la relajacion.

Puesto que el NO es el principal vasodilatador producido por el endotelio, esta
repercusion sobre la relajacion se podria explicar por una alteracion en las vias de
produccion y degradacion del NO. El descenso de la produccion de NO se ha relacionado

con diversos factores:
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1) Un déficit de sustrato (L-arginina) o cofactores (tetrahidrobiopterina, BH,). La
posibilidad del déficit de sustrato, es poco probable porque la concentracién
plasmatica de L-arginina es suficiente para el normal funcionamiento de la enzima
eNOS. Sin embargo, el aumento de la expresion o actividad de arginasa, enzima
que degrada la L-arginina, podria causar un descenso en la disponibilidad de
sustrato. En un modelo de neumoperitoneo en ratas, el pretratamiento con un
inhibidor de la arginasa, protege del dafio pulmonar [152]. En otro modelo en rata de
VILI inducida por endotoxina, que estudiaba ex vivo la reactividad vascular de la
arteria pulmonar, se observé una disfuncién vascular mediada por el endotelio [153].
En este trabajo, se estudiaba el efecto de administrar L-arginina sobre la funcion
vascular pulmonar. La relajacion se estudié en respuesta a acetilcolina o a un calcio
ionéforo (A23187), que requieren la produccion endotelial de NO, y en respuesta a
nitroprusiato sédico, que estimula directamente la guanilato ciclasa del musculo liso.
Estos autores encontraron que la administracion de L-arginina revertia parcialmente

la disfuncién vascular dependiente del endotelio inducida por endotoxina.

Otra posibilidad seria el déficit del tetrahidrobiopterina, un cofactor esencial para la
funcion de la NOS.

2) Por otro lado, los analogos de la L-arginina, como la dimetilarginina asimétrica
(ADMA), pueden bloquear la sintesis de NO. Esta molécula se encuentra en plasma
y se ha propuesto como un factor de riesgo en patologia cardiovascular y como un

biomarcador de lesién pulmonar aguda [154].

3) La presencia de inhibidores de la eNOS o una menor expresioén o actividad de la
eNOS.

4) Finalmente, el aumento de la degradacion del NO, podria ser debido a un exceso de
especies reactivas del oxigeno, como el anién superéxido (O,®) [81]. El exceso de
radicales libres como el O,°, liberados en respuesta a la VM daiiina, produciria un

descenso en el NO al unirse al O,™* [16,155].
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Puesto que el NO es esencial para la funcion vasodilatadora de los vasos sanguineos,

una menor biodisponibilidad del NO explicaria la alteracion de la funcion endotelial en
nuestro modelo. Por otro lado, el NO puede reaccionar con O,* para formar sustancias
toxicas como el peroxinitrito (OONQ), el cual nitra residuos de tirosina de las proteinas [80].
La formacion de OONO" esta implicada en la disfuncién vascular asociada a la sepsis y en el
FMO [80,83,85,87]. Ademas, se ha demostrado la presencia de peroxinitrito en los anillos
vasculares de animales ventilados con V1 elevado [16], por lo que la formacion de esta
sustancia podria contribuir a la disfuncion vascular asociada al VILI, objetivada en nuestro
trabajo. En este trabajo, se explord esta hipotesis, mediante el uso de atrapadores de radical

superoxido y peroxinitrito, para evaluar su efecto sobre la funcion vascular

Efecto de la metaloporfirina sobre la funcién endotelial

La metaloporfirina [Mn(llD)tetrakis(1-metil-4-piridil) porfirina (MNTMPyP)], es una
porfirina que contiene como metal manganeso, capaz de aumentar la biodisponibilidad del
NO por su actividad SOD mimética y de prevenir la oxidacion e inactivacion de la SOD. Por
otro lado, la metaloporfirina tiene un efecto anti-inflamatorio mediante la inactivacion de
factores de transcripcion como el factor nuclear kB. Finalmente, la metaloporfirina cataliza la

descomposicion del peroxinitrito [87].

En nuestro modelo, tras preincubar durante 15 minutos los anillos de aorta con
metaloporfirina, la curva dosis-respuesta a concentraciones crecientes de Ach mostré
discreta mejoria de la relajacion en el grupo ventilado con V1 bajo y Vt elevado sin dafio
pulmonar, aungue no fue significativa. No se observd ningun efecto en el grupo ventilado con

Vr elevado con dafio pulmonar (Figuras 44-45 y 50-51).

En contraposicion con un trabajo previo realizado por nuestro grupo en un modelo in
vivo de VILI, en el que el tratamiento con metaloporfirina corregia la alteracion en la
relajacion en anillos de aorta procedentes de ratas sometidas a Vt elevado durante 60
minutos [16], en nuestro modelo, la metaloporfirina no produjo una mejoria significativa de la

relajacion.
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A diferencia del trabajo citado anteriormente, en nuestro modelo los anillos de aorta
incubados ex vivo con metaloporfirina procedian de ratas sanas. Es posible que el tiempo de
incubacion de los anillos de aorta con el liquido de perfusion problema fuera insuficiente para
generar un dafio debido a la formacién de peroxinitrito en los vasos de animales sanos. En el
modelo in vivo, el sistema cardiovascular esta sometido al insulto de la VM dafina, que
genera de forma secundaria hipotension sistémica, acidosis metabdlica, hipoxemia e
hiperlactacidemia. Por tanto, es de esperar que el efecto deletéreo producido por el VILI en
los anillos adrticos, sea mayor en el modelo in vivo, ya que en el bioensayo los anillos

vasculares empleados proceden de animales sanos.

Otra diferencia con el modelo in vivo, es que el dafio en los anillos adrticos se produce
con anterioridad a la incubacion con el farmaco, mientras que en el bioensayo el farmaco se
administra previo a dafio, puesto que los anillos de aorta son preincubados con el farmaco y
posteriormente con el Krebs problema. Dado que la metaloporfirina mejora la relajacion,
aunque no de forma significativa, en el grupo ventilado con Vt elevado sin dafio pulmonar y
el grupo ventilado con Vr bajo, se podria pensar que la ausencia de efecto en el grupo que
presentaba dafio pulmonar, estaria en relacion con un aumento tan importante del estrés
nitro-oxidativo en este grupo, que superaria la capacidad catalizadora de la metaloporfirina al

ser administrada previo al insulto.

Otra posible explicacion, podria ser debida al tiempo de incubacion, ya que en el
trabajo citado se incuban los anillos aérticos durante 30 minutos con los farmacos, mientras
que en nuestro modelo el tiempo de preincubacién fue de 15 minutos, por lo que podria ser

insuficiente para mostrar un efecto mas beneficioso.

En otro trabajo de nuestro grupo, se evalué el efecto de la metaloporfirina sobre la
funcion pulmonar y cardiovascular en un modelo in vivo de VILI [18]. Se administré una dosis
de metaloporfirina IV a los animales aleatorizados a 2 estrategias de VM, al inicio del
experimento y a los 75 minutos (un 50% de la dosis). Los resultados del grupo ventilado con
Vr elevado mostraron que la administracion de metaloporfirina atenu6 el descenso de PaO,,
el aumento de la PIP, la hipotension, la acidosis e hiperlactacidemia. Ademas, el tratamiento

redujo la expresion de NOS1 en tejido vascular, y la reactividad a DHE y 3 nitrotirosina.
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En otros modelos animales, como el modelo de sepsis, la metaloporfirina revirtio la
disfuncién vascular asociada a la sepsis, tanto la disfuncion contractil como endotelial, en

grandes vasos y en la microcirculacion [87].

Efecto del tempol sobre la funcién endotelial

El tempol es un SOD mimético, soluble en agua, cuya reacciéon con O,* depende del
pH. Su accion es menos potente que la SOD enddgena. El tempol es capaz de penetrar en
el interior celular. Ademas de su capacidad de dismutar O™, el tempol puede reaccionar con
distintos oxidantes y reductores. Mediante la reacciéon del tempol con NO;* y CO3™, el
tempol inhibe la nitracion de proteinas por el peroxinitrito. Su capacidad de atrapar radicales
libres contribuye a la mayor biodisponibilidad de NO, restaurando la vasodilatacion mediada
por NO.

Tras preincubar los anillos de aorta con tempol durante 15 minutos, la relajacion
mostré una mejoria en el grupo ventilado con V+ elevado. Al realizar el analisis en funcion de
la existencia de dafio pulmonar, la mejoria de la relajacion de los anillos preincubados con
tempol fue estadisticamente significativa en el grupo ventilado con Vt elevado con dafio
pulmonar. Por el contrario, el tempol empeor6 la relajacion en el grupo ventilado con V+ bajo
(Figuras 46-47 y 52-53).

En relacion a la mejoria de la relajacion que encontramos en nuestro trabajo al
preincubar los anillos de aorta con tempol, en el grupo ventilado con V elevado con dafio
pulmonar, podria deberse a una mayor biodisponibilidad de NO por el efecto “atrapador” de

0O,"* del tempol.

Sin embargo, el tempol empeora la relajacién en los anillos adérticos incubados con
liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con V1 bajo. Se sabe que el tempol
tiene un efecto bifasico dependiente de la concentracion, siendo capaz de aumentar la
produccion de H,O, y OH™, lo cual podria contrarrestar el efecto vasodilatador del tempol. El
tempol a concentraciones micromolares actia como SOD mimético disminuyendo los niveles
de O,°, pero a concentraciones milimolares tiene un efecto prooxidante [112]. En nuestro

modelo, al preincubar con tempol anillos aérticos que relajan de forma adecuada, se
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produciria un atrapamiento de los radicales libres necesarios para la funcién endotelial, con

el consiguiente empeoramiento de la relajacion.

Por tanto, en nuestro modelo el tempol mejora de forma significativa la funcion
endotelial, sobre todo en el grupo ventilado con Vy elevado con dafio pulmonar, lo que
sugiere que el VILI se asocia a un exceso de formacion de radicales libres que interfiere en
la funcién endotelial, probablemente por un descenso de la biodisponibilidad de NO. Sin
embargo, el tempol empeora la funcion endotelial en el grupo de Vr bajo, lo que indica que
los radicales libres también son necesarios en los mecanismos de relajacion, aunque un

exceso de su produccién podria resultar perjudicial.

Efecto de la SOD sobre la funcién vascular

La SOD cataliza la dismutaciéon de O,°* en O, y H,0,. Posteriormente, H,O, se
convierte en agua por la accion de la catalasa o la glutation peroxidasa. Existen 2 formas de
SOD en las células: Cu-Zn SOD, una enzima constitutiva localizada en el citoplasma, y Mn-
SOD, una enzima inducible presente en la mitocondria. La expresion de Mn-SOD es
inducida por el estrés oxidativo y por varias citoquinas proinflamatorias [115]. La Zn—-Mn-

SOD es una enzima extracelular sin capacidad de penetrar en el interior celular.

Tras preincubar los anillos de aorta con SOD durante 15 minutos, la funcion endotelial
mejoro significativamente en el grupo ventilado con V+ elevado y en el grupo ventilado con
Vt elevado con dafio pulmonar. Por el contrario, la SOD empeoré la relajacién en el grupo
ventilado con V1 bajo (Figuras 48-49 y 54-55).

Estos resultados difieren de los del trabajo de Martinez-Caro et al., en el que la SOD
no mejoraba la disfuncién endotelial en los anillos de aorta procedentes de ratas ventiladas
con Vr elevado [16]. Puesto que la SOD no puede atravesar las células, es posible que su
efecto beneficioso en nuestro modelo sea debido a su capacidad de dismutar radicales
superoxido presentes en el espacio extracelular, puesto que mejora la funcion endotelial en

el grupo que presenta dafio pulmonar y por tanto en teoria mayor presencia de EROs.
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Al igual que el tempol, la SOD empeor6 la relajacion en los anillos aérticos incubados

con el liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con V1 bajo. Se ha descrito
un efecto dual de la SOD, que puede producir citotoxicidad por el aumento de la actividad
peroxidasa y la peroxidacion lipidica [158,159]. Los efectos de la SOD en el grupo de V+ bajo
son consistentes con tempol: al preincubar una arteria que relaja de forma adecuada con
SOD se atraparian los radicales libres necesarios para la funcién endotelial produciendo una

alteracion en la relajacion.

Por tanto, SOD, al igual que el tempol, mejora la funcién endotelial de forma
significativa, en el grupo ventilado con Vr elevado con dafio pulmonar, probablemente por su
capacidad de contrarrestar el exceso de radicales superoxido que se producen por el VILI, y

asi aumentar la biodisponibilidad de NO.

Funcién contractil

En nuestro modelo, los anillos incubados con el liquido de perfusién procedente de los
pulmones ventilados tanto con Vr bajo como con Vr elevado, mostraron un empeoramiento
no significativo en la contraccion, en relacion con los controles (anillos incubados con el
liguido de perfusion que no habia pasado por el pulmén) (Figuras 38 y 39). Al comparar las
curvas de contraccion de los anillos incubados con el liquido de perfusion procedente de los
2 grupos de ventilacion (V1 bajo y V1 elevado), no se observaron diferencias en la

contraccion (Figura 37).

Al analizar las curvas dosis-respuesta a NE en funcion del volumen tidal utilizado y el
dafo pulmonar (V1 bajo, Vr elevado sin dafio pulmonar y Vr elevado con dafio pulmonar), en
todos los grupos, los anillos incubados con liquido de perfusiéon problema mostraron un
empeoramiento de la contraccion respecto a los controles (Figuras 38, 42 y 43). Sin
embargo, al comparar las curvas dosis-respuesta a NE de los anillos incubados con el Krebs
problema, el grupo de Vt elevado con dafio pulmonar fue el que presentdé menor alteracion
en la contraccién, mientras que el grupo de Vt elevado sin dafio pulmonar, fue el que

mostraba un empeoramiento de la contraccion mas marcado, siendo en este grupo
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significativo respecto al control (Figura 41). Sin embargo, los controles del grupo de Vr
elevado sin dafio pulmonar, contraian peor que los otros 2 grupos, por lo que aunque las
diferencias entre los controles no fueron significativas, esto podria suponer un sesgo en el

analisis de este subgrupo, por un posible peor funcionamiento de las arterias.

Por tanto, podemos concluir que la ventilacion tanto con Vr bajo como con Vrelevado,
produjo disfuncion vascular caracterizada por una disminucion en la contraccion. Los anillos
aorticos incubados con el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados con Vr
elevado que desarrollaron dafio pulmonar, fueron los que mostraron una menor disfuncion
contractil, mientras que los anillos incubados con el liquido de perfusion procedente de los
pulmones ventilados con Vt elevado sin dafio pulmonar, fueron los que mostraron un mayor
empeoramiento en la contraccion, con diferencias significativas en relacion a su grupo

control.

En estudios previos en modelos in vivo de VILI de nuestro grupo, en el que se estudio
la funcion contractil en respuesta a NE de los anillos adrticos de animales sometidos bien a
V1 bajo o0 a Vt elevado, se observo una alteracion significativa en la contraccion en el grupo
ventilado con V+ elevado [5,13,16]. Sin embargo, a diferencia de nuestro modelo, en este
caso los anillos estudiados procedian del animal sometido a la VM dafiina, y en nuestro
caso, los anillos adrticos proceden de ratas sanas que se incuban con el efluente procedente
de los pulmones ventilados tanto con V1 bajo como elevado. En el modelo in vivo citado, los
autores especulan sobre un aumento del estrés nitro-oxidativo como posible causa de la

disfuncion contractil [16].

Estas diferencias de la funcién contractil en respuesta a un insulto como la VM dafiina
en los modelos in vivo podria obedecer a diferentes factores. Nuestro modelo fue un
bioensayo, cuyo objetivo fue demostrar que los pulmones sometidos a VM dafiina liberaban
sustancias capaces de inducir dafio en el sistema vascular. En los estudios previos citados,
se estudid ex vivo la funcidn vascular en anillos aorticos procedentes de los animales
ventilados, por lo que la respuesta contractil podria verse alterada por mdultiples insultos
derivados de tanto de la respuesta sistémica a la VM agresiva (acidosis metabdlica, hipoxia,

hipotensién), como de los trastornos hemodindmicos consecuencia del uso de Vr

198



Discusion
suprafisioldgicos [5,13,16]. En nuestro trabajo, empeord la funcién contractil respecto al
control, por lo que se deduce un efecto nocivo de la VM sobre la funcion vascular, pero no
encontramos diferencias entre los anillos incubados con liquido de perfusion procedente de
pulmones ventilados con Vt bajo o elevado. Otros factores de indole técnica, que podrian
estar implicados en la diferente respuesta vasoconstrictora a NE, como la manipulacién y
preparacion de los anillos adrticos o las dosis de NE utilizadas, son poco probables, puesto
gue el protocolo utilizado fue similar al de los estudios previos, y el personal encargado

cuenta con una amplia experiencia en el estudio de la funcién vascular.

En otro modelo ex vivo previo de nuestro grupo, en el que se realiz6 un bioensayo con
la misma metodologia que en nuestro trabajo, se encontr6 un deterioro de la respuesta
contractil a NA tanto en los anillos aérticos incubados con el liquido de perfusion procedente
de los pulmones ventilados con V1 bajo como con Vrelevado, tras ser incubados durante 30
6 60 minutos, en relacién al control [129]. Al igual que en nuestro modelo, no se observaron
diferencias significativas entre los anillos incubados con el liquido de perfusién problema
procedente de los pulmones ventilados con Vt bajo o con Vr elevado. En el caso de los
anillos adrticos incubados durante 60 minutos con el liquido de perfusién problema, la
respuesta contractil a NE en el grupo ventilado con Vr elevado fue discretamente mejor que
en los anillos incubados con el liquido de perfusion procedente de los pulmones ventilados
con V1 bajo. Estos resultados estan en consonancia con los encontrados en nuestro trabajo,
a excepcion de que en el trabajo citado no se hace mencién a la existencia de un subgrupo
de pulmones sometidos a Vr elevado que no desarrollen dafio pulmonar.

En cuanto a los mecanismos implicados en la disfuncion contractil, nuestra hipétesis

fue que el estrés nitro-oxidativo estaba implicado en la alteracién vascular.

Las especies reactivas del oxigeno (EROs), como el O,° y el H,O,, juegan un
importante papel como moléculas de sefalizacién en la fisiologia de las células vasculares,
como la proliferacién, diferenciacion, apoptosis y reordenamiento de su citoesqueleto. En
condiciones fisiologicas, la destruccion de EROs por enzimas antioxidantes mantiene el
equilibrio en las cascadas de sefalizacion. Sin embargo, la produccion excesiva en

situaciones patoldgicas, como sucede en las enfermedades vasculares, supera la capacidad
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antioxidante provocando un estrés oxidativo, con consecuencias anormales en las

respuestas fisioldgicas de las células vasculares [156].

La mejor funcion contractil de los anillos incubados con liquido de perfusion
procedente de pulmones que desarrollaron dafio pulmonar, en relacion a anillos incubados
con solucion de Krebs procedente de pulmones sin dafio pulmonar, podria ser debido a una
mayor presencia de EROs en el primer grupo, o bien a un sesgo, puesto que el control del
grupo de Vg elevado sin dafio pulmonar contraian peor respecto al resto de controles,

aunque las diferencias no fueron significativas.

Tanto el O, como el H,O, pueden contribuir a estimular la ciclooxigenasa (COX) en
las células musculares vasculares, activando la liberacion de diversos prostanoides
vasoconstrictores. Ademas, el O,* puede amplificar las respuestas vasoconstrictoras al
reducir la biodisponibilidad del NO. En la aorta de rata, los EROs producen una
sensibilizacion al calcio, que es mediada por la activacion de Rho y un aumento de la
actividad Rho kinasa, que juega un papel importante en la respuesta del muasculo liso
vascular a los vasoconstrictores derivados del endotelio. Ademas, las EROs pueden
despolarizar las células vasculares lisas inhibiendo directamente los canales de potasio
[156,157].

Por tanto, las EROs generadas en respuesta al VILI, estimularian la liberacion de
sustancias vasoconstrictoras como prostanoides, o bien facilitarian la contraccion muscular

mediante la sensibilizacion al calcio o la despolarizacion de las células musculares lisas.

Efecto de la metaloporfirina sobre la funcion contractil

La metaloporfirina produjo una mejoria no significativa de la contraccion en relacion a
los anillos aorticos incubados con Krebs problema, en los anillos adrticos incubados con
liquido de perfusion procedente de pulmones ventilados con Vt bajo y V1 elevado, tanto en el

grupo con dafio pulmonar como en el grupo sin dafio pulmonar (Figuras 56-57 y 62-63).
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En el modelo in vivo, la metaloporfirina corregia la disfuncion contractil en los anillos

de aorta procedentes de ratas ventiladas con V1 elevado [16]. Como se ha comentado (vide
supra), en el bioensayo el farmaco se administré previo a la incubacion con el Krebs
problema. Se podria especular que el efecto beneficioso de la metaloporfirina en la funcién
contractil hubiese sido mayor si se hubiese administrado posteriormente a la incubacién con

Krebs problema, por el efecto acelerador de la descomposicion del peroxinitrito.

Por tanto, la metaloporfirina mejora la funcion contractil en todos los grupos, aunque
no de forma significativa, por lo que podria indicar la implicacion de la formacion de

peroxinitrito en la disfuncion contractil asociada a VILI.

Efecto del tempol sobre la funcidén contractil

El tempol mejord, aunque no de forma significativa, la contraccion en el grupo de V+
bajo, mientras que empeoro la funcion contractil en el grupo de Vr elevado, de forma mas

[lamativa en el subgrupo con dafio pulmonar (Figuras 58-59 y 64-65).

Nuestros resultados difieren de los del trabajo de Martinez-Caro et al., en el que el
tempol corregia la disfuncion contractii en los anillos de aorta procedentes de ratas
ventiladas con Vr elevado [16].

Puesto que el O, juega un papel importante en la contraccién de las células
musculares vasculares, mediante la liberacion de prostanoides vasoconstrictores, la
disminucién del NO, la sensibilizacion al calcio y la despolarizacion directa de las células
vasculares lisas [156,157], la capacidad de atrapar radicales libres por el tempol podria
justificar el empeoramiento de la funcién contractil en el grupo con mayor dafio pulmonar y
por tanto con mayor generacion de EROs. Los radicales libres son esenciales para las
funciones fisioldgicas de las células, y por tanto un desequilibrio en su produccion y/o
destruccion puede resultar dafino. Este fragil equilibrio podria explicar los resultados
dispares en cuanto al efecto deletéreo del tempol en un ambiente con mayor estrés oxidativo

(anillos incubados con Krebs problema procedente de pulmones que sufren dafio pulmonar)
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vs. un efecto protector de la disfuncion contractil en un ambiente con menos EROs (anillos

incubados con Krebs problema procedente de pulmones ventilados con Vt bajo).

Efecto de la SOD sobre la funcién contractil

La SOD empeor6 la contraccion en todos los grupos de VM. Estos resultados estan
en consonancia con los reportados por Martinez-Caro et al., en un modelo in vivo de VILI, y

por Nin et al., en un modelo de sepsis (Figuras 60-61 y 66-67).

En nuestro modelo, el efecto de la SOD es consistente con el efecto del tempol,
puesto que su mecanismo de accion es similar, al atrapar los radicales libres necesarios
para la funcién contractil. Sin embargo, el empeoramiento de la contraccion es significativo
en el caso de la SOD, lo cual indicaria la importancia de los radicales libres extracelulares en
los mecanismos de contraccion muscular, puesto que su atrapamiento produce un

empeoramiento significativo de la funcion contractil.

LIMITACIONES

Una de las limitaciones de este trabajo estaria en relacién con el modelo empleado,
pues se trata de un modelo ex vivo, en el que el pulmén se encuentra en isquemia y no
existe caja toracica, lo que interfiere en sus propiedades bioldgicas y mecanicas, pero a su

vez tiene la ventaja de evitar la influencia del V1 empleado sobre el sistema cardiovascular.

Por otro lado, las diferencias con los modelos experimentales a la hora de modelar el
SDRA en humanos son importantes, pues en nuestro modelo sOlo existe un insulto, en
nuestro caso los parametros dafiinos de VM, y los animales de experimentacién son ratas
jovenes y sanas. Sin embargo, el SDRA en pacientes es una entidad compleja con diversos
factores de riesgo asociados y los pacientes presentan habitualmente mdltiples
comorbilidades [33]. Ademas, en nuestro modelo experimental la duracion de la VM es de
150 minutos, mientras que los pacientes son ventilados durante dias o semanas. En relacion

a esto, en los modelos animales el dafio pulmonar se produce de forma hiperaguda, en

202



Discusion
horas e incluso minutos, mientras que en los pacientes el dafio se produce de forma
subaguda. Otra limitacién, son los pardmetros de VM utilizados para ocasionar el dafio, en
nuestro caso, un Vy elevado sin PEEP. Aunque son parametros similares a los utilizados en
otros estudios, el Vr usado esta muy por encima del recomendado en la practica clinica
habitual.

Por otro lado, respecto a la especie animal utilizada, aunque se ha usado
ampliamente en modelos de VILI, hay que tener en consideracion sus diferencias respecto a
los humanos, como pueden ser: i) mayor frecuencia respiratoria, que oscila entre 80-120 rpm
en roedores, mientras que en humanos adultos esta en torno a 12-20 rpm; ii) diferencias
anatomicas; iii) diferencias inmunoldgicas, puesto que las ratas poseen un mayor nimero de
células clara en sus conductos bronquiales, un amplio tejido linfoide bronquial y no tienen

glandulas submucosas en la zona proximal de la trdquea [160].

Otra desventaja del presente trabajo, como se ha comentado anteriormente, fue que
no se procesaron para el estudio histolégico todos los pulmones utilizados en los
experimentos, por lo que la ausencia o existencia de dafio pulmonar se ha extrapolado en
base a la asociacion entre la PIP maxima alcanzada y la presencia o ausencia de
membranas hialinas. Ademas, en este modelo no se realizé ninguna determinacién para
cuantificar el aumento de la permeabilidad alveolo-capilar, aunque por el aspecto
macroscopico de los pulmones en los que aumentaba la PIP a lo largo del experimento, con
edema pulmonar y areas de decolarcion, resultaba evidente el aumento de la permeabilidad

alveolo-capilar.

Otra limitacion de nuestro modelo de VILI es la necesidad de practicar una
tragueostomia y una cirugia agresiva, ya que es exanguinado previamente a la intervencion,
y durante la cirugia se debe ser extremadamente cuidadoso para no lesionar el tejido
pulmonar. La agresion a la que es sometido el animal puede contribuir a la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, puesto que el procedimiento es similar en el grupo control
ventilado con Vt bajo, los hallazgos encontrados en nuestro modelo no pueden ser solo

atribuibles a los mediadores inflamatorios liberados en respuesta a la cirugia.
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Otra limitacién del presente modelo, es que el estudio ex vivo de la funcion vascular

es técnicamente complejo, puesto que la manipulacion de los anillos aorticos debe hacerse
con especial cuidado para no dafiar el endotelio, fundamental en la regulacién de la funcion
vascular. El estudio ex vivo proporciona una informacién muy valiosa para entender la

respuesta vascular, pero sus resultados deben tomarse con cautela [161].

Por otro lado, las ratas usadas para el estudio de la funcion vascular eran ratas sanas,
pero de mayor edad (12-16 semanas), que las empleadas en los experimentos de VM.
Puesto que se sabe que la edad influye en la disfuncion endotelial [81], hubiese sido mas

adecuado utilizar ratas jovenes de la misma edad para evitar esta variable de confusion.

Otra desventaja de este trabajo es que sélo se estudiaron anillos adrticos. Podria
haber sido de interés el estudio de otros lechos vasculares, como la microcirculacion
intestinal o el lecho pulmonar. Ademas, sélo se estudio la respuesta vascular a acetilcolina

(un vasodilatador dependiente del endotelio) y norepinefrina.

Ademas, en relacion a la implicacion del estrés nitro-oxidativo en el dafio vascular
asociado al VILI, en nuestro trabajo los farmacos inhibidores del estrés nitro-oxidativo se
aplicaron antes de incubar los anillos aérticos con el Krebs problema y en un modelo de
funcion vascular ex vivo. Aunque éste enfoque tiene su interés, en la practica clinica
habitual, los tratamientos se inician una vez producido el dafio, por lo que podria ser de
interés estudiar el efecto de los farmacos aplicados una vez ocasionado el dafio, ademas de
estudiar el efecto de los inhibidores en modelos in vivo.

Finalmente, en este trabajo no se midi6é de forma directa ningin marcador de estrés
nitro-oxidativo en muestras de tejido pulmonar o en los anillos aorticos (por ejemplo, DHE o
nitrotirosina), lo que podrian haber afiadido consistencia a la hipétesis de que el estrés nitro-

oxidativo estéa implicado en el dafio pulmonar y vascular asociados al VILI.
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APORTACIONES MAS RELEVANTES DEL ESTUDIO
La principal aportacion de este estudio es la demostracion mediante un bioensayo, de

que los pulmones sometidos a ventilacibn con Vr elevado, inducen una alteraciéon en la

funcién vascular.

En nuestro modelo, algunos pulmones ventilados con Vr elevado no mostraron dafio
macroscopico ni histologico, asi como cambios en la mecénica pulmonar en respuesta a la
VM. Ademas, observamos que las alteraciones de la funcion vascular inducidas por la
ventilacion con Vt elevado, eran distintas en funcion de si los pulmones presentaban o no

dafno alveolar difuso.

Finalmente, objetivamos la implicacion del estrés nitro-oxidativo en la regulacion de

los mecanismos de disfuncidon vascular asociada al VILI.

FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Puesto que la aportacibn mas relevante del presente trabajo radica en la posible
existencia de mediadores liberados por el pulmén, en respuesta a la ventilaciéon con Vr
elevado, capaces de producir alteraciones en la funcion vascular, las futuras lineas de
investigacion irian hacia la identificaciéon de dichos mediadores, con el propdsito de entender

mejor la fisiopatologia del VILI y encontrar posibles tratamientos farmacologicos.

En este sentido, el fendmeno observado en nuestro modelo, consistente en que
algunos pulmones ventilados con V+ elevado no mostraban dafio pulmonar en respuesta a la
VM, podria ayudar a identificar dichos mediadores mediante la comparacion con el grupo
con dafio pulmonar. Por otro lado, este enfoque podria ser de utilidad para buscar

marcadores que se asocien al desarrollo de dafo alveolar difuso.

Finalmente, en futuros trabajos seria de interés estudiar el efecto de los farmacos

inhibidores del estrés nitro-oxidativo en modelos de VILI in vivo.
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La ventilacion mecanica con Vt elevado en un modelo ex vivo produce lesion
pulmonar (VILI), caracterizada por alteraciones en las propiedades mecanicas
del pulmon, dafio celular pulmonar y cambios histolégicos (dafio alveolar

difuso).
El VILI se asocia con disfuncion vascular.

Existen dos fenotipos de respuesta a la ventilacion mecéanica, caracterizados
por distinto grado de deterioro en la mecéanica respiratoria, en el dafio celular
pulmonar y en los cambios histolégicos del pulmon.

La disfuncion vascular asociada al VIL| se desarrolla de forma mas marcada en

el grupo que presenta dafio alveolar difuso.

La disfuncion vascular asociada al VILI se debe a un aumento del estrés nitro-

oxidativo.
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