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1. RESUMEN

El epitelio alveolar es un sector fundamental del sistema respiratorio; es
responsable de la reabsorcién activa del edema pulmonar, permite la
sintesis y secrecion de surfactante y participa en los procesos de inflamacién
y reparacién pulmonar.

Su importancia se pone especificamente de manifiesto en la utilizacion de
Asistencia Ventilatoria Mecanica (AVM). La AVM define la necesidad de
ingreso de pacientes al area de cuidados criticos formando parte de la
terapéutica, sin embargo, puede contribuir a generar una nueva injuria
pulmonar (Injuria Pulmonar Inducida por Ventilacién Mecanica; VILI).

El surfactante pulmonar es un complejo lipoproteico que cumple diversas
funciones que lo hacen un componente indispensable del sistema
respiratorio. Durante la VILI, el estrés mecanico se transmite al tejido
pulmonar y al espacio alveolar afectando la composicién y funcion del
surfactante pulmonar y ésta disfuncion significativa se correlaciona con la
severidad de la lesién pulmonar. Por este motivo la estrategia terapéutica
actual apunta a modificar el patrén ventilatorio para evitar la injuria celular
mecanica.

En el presente trabajo estudiamos el Comportamiento dinamico del
surfactante pulmonar en pulmones aislados de rata que desarrollan lesién
pulmonar aguda (LPA) por VIL], evaluando las modificaciones que sufre en
su composicion, estructura y la repercusién que determinan en el sistema
respiratorio diferentes estrategias ventilatorias. Nuestro estudio involucra
un modelo de rata con diferentes grados de LPA por cambios en los
parametros del ventilador (desde protecciéon hasta ventilacién mecanica
nociva). El uso de pulmoén aislado nos permite controlar el intercambio de
gases durante todo el periodo de ventilaciéon asi como también recolectar la
muestra de surfactante pulmonar y el tejido pulmonar para el andlisis
histologico después del protocolo. Para evaluar el efecto de la VILI, se realizé
analisis de histologia pulmonar. Los cambios en la composicion del
surfactante pulmonar fueron evaluados usando HPLC.

El analisis histolégico mostré un aumento del deterioro por colapso alveolar
y aumento del grosor de tabiques durante la VILI grave. Este agrandamiento
del grosor del tabique puede estar relacionado con la aparicion de edema
pulmonar. El perfil de fosfolipidos se deteriord en el surfactante pulmonar
bajo VILI, se alter6 la composicion de sus componentes, principalmente
relacionado con la fosfatidilcolina.



Pudimos producir un modelo aislado de LPA por VILI donde se investigé el
efecto de la ventilacién mecanica en el agente tensioactivo pulmonar en la
interfase alveolar.



2. INTRODUCCION

2.1 Fisiologia respiratoria en el pulmon

La respiracidn es el proceso fisiologico por el cual se produce el intercambio
gaseoso en el epitelio alveolar entre 02 proveniente de la atmdsfera y CO2
producto del metabolismo celular. El érgano encargado de facilitar este
intercambio gaseoso y asegurar el aporte de 02 necesario para la
respiracion es el pulmén. El aparato respiratorio de los mamiferos se
caracteriza por tener dos pulmones divididos en l6bulos, conectados a un
sistema de transporte desde y hacia la atmoésfera (via aérea), se alojan en la
cavidad toracica rodeados por una doble membrana denominada pleura que
evita que estos estén en contacto directo con las paredes de la caja toracica.
En la parte inferior se encuentran limitados por el diafragma, musculo que
con su distension y contraccidén impulsa la entrada y salida de gases. El aire
ingresa al organismo a través de las vias aéreas superiores, que incluyen las
fosas nasales, faringe y laringe; y continda su recorrido por la traquea que se
bifurca a nivel pulmonar para formar dos bronquios que alimentan a cada
uno de los pulmones. Estos se ramifican miltiples veces generando los
bronquiolos que finalizan en estructuras de tamafio micrométrico
denominadas alvéolos, los cuales estan rodeados de capilares y donde
efectivamente tiene lugar el intercambio gaseoso (Figura 1) (Jimenez-2009).
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Figura 1. Imagen que ilustra la distribucién bronquial y estructura alveolar. A)
Estructura ramificada del arbol bronquial en el pulmén de los mamiferos. B)
Alvéolos agrupados en sacos alveolares. C) y D) Micrografias electrénicas de los
alvéolos agrupados en sacos alveolares en donde se distinguen los alvéolos de
forma individual.

Una vez en el alvéolo, para llegar a la sangre el oxigeno tiene que atravesar
la barrera alvéolo-capilar, de un grosor medio en humanos de alrededor de
0.6 um (Maina, West-2005), distancia minima que permite la difusiéon
eficiente de gases entre el alvéolo y el capilar. Esta barrera esta formada
secuencialmente por epitelio alveolar, una fina capa de liquido intersticial y
endotelio alveolar.

El epitelio alveolar que ocupa el 31% del volumen de la barrera alveolar,
estd compuesto por dos tipos celulares. Un 90% estd constituido por
neumocitos tipo I, células escamosas, planas y delgadas que facilitan la
difusion de gases y ademas expresan canales i6nicos y acuaporina 5 por lo
que se cree que podrian estar implicados en el mantenimiento del fluido
alveolar (Johnson-2007, Herzog-2008) y un 10 % por neumocitos tipo II,
células cubicas con microvellosidades apicales encargadas de la distension y
recuperacion del tamano de los alvéolos mediante la sintesis de un material
con alta actividad de superficie que se localiza en el espacio alveolar
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denominado, surfactante pulmonar (SP). Ademas los neumocitos tipo II
estdn implicados en la sintesis de componentes de la matriz extracelular y
moléculas mediadoras en los procesos de crecimiento y desarrollo, como
citoquinas y factores de crecimiento (Gonzalez-2005) y pueden
diferenciarse a neumocitos tipo I en caso de dafio en el pulmén (Herzog-
2008).

Existen ademas en el epitelio alveolar macréfagos, que tienen un rol
fundamental en la defensa inmunolégica.

ESPACIO AEREO

pofa seacuosa
Neumocito tip

0,

SURFACTANTE PULMONAR

—

D EPITELIO PULMONAR

CAPA INTERSTICIAL

l'\g ‘ ( : 7~ ENDOTELIO PULMONAR
< T T
Q:. € Hhe & ' © ®
Eritrocitos

Figura 2. Representacién esquematica de la barrera alvéolo-capilar. Se puede
observer la difusion del Oz desde el espacio aéreo hasta los capilares.

2.2 Surfactante pulmonar

El surfactante pulmonar (SP) es una mezcla compleja de lipidos y proteinas
que es producido y almacenado por neumocitos tipo II, como estructuras
subcelulares denominados cuerpos lamelares (LBs). Se han descripto a los
LBs como estructuras multi-membranosas con enzimas lisosomales que
mantienen un pH acido (menor a 6.10) y apolipoproteinas que regulan la
funciéon de almacenamiento y procesamiento del SP en forma de bicapas
concéntricas (Perez Gil-2008, Wang-2008). El SP es secretado a la hipofase
en forma de LBs, donde sufre transformaciones que le permiten
posteriormente adsorberse a la interfase aire/agua como una monocapa y
poder llevar a cabo sus funciones. La funcion principal del SP consiste en
facilitar la mecanica respiratoria, minimizando la energia que el tejido
pulmonar debe aportar para mantener abierta y expuesta la superficie de
intercambio gaseoso durante los sucesivos ciclos de inspiraciéon-espiracion,
evitando asi el colapso alveolar (Zuo-2008). Pero ademas el SP brinda
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respuesta inmunolégica innata dado que muchos de sus componentes
moleculares constituyen la primera barrera a la entrada de
microorganismos patégenos al sistema respiratorio (Pérez Gil-2010). Una
deficiencia en la cantidad o en la composicion del surfactante pulmonar es
causa de atelectasia, dafio alveolar y compromete la integridad estructural
en la superficie de la mucosa pulmonar, necesaria para hacer eficiente el
intercambio gaseoso. Muchos trastornos respiratorios graves como el
Sindrome de Distress Respiratorio (SDR) o Sindrome de Distress
Respiratorio Agudo (SDRA) se caracterizan por la presencia de edema
pulmonar, colapso alveolar e hipoxia (Seeger-1993), sintomas que estan
asociados a la falta, deficiencia o inactivacion del surfactante pulmonar
(Matthay-2011).

2.2.1 Composicion del surfactante pulmonar

Si bien la composicién del Surfactante pulmonar de cada especie animal es
Unica, en todos los organismos la mayor proporcion esta constituida por
lipidos. Los lipidos ocupan el 90% en peso del material tensoactivo,
mayoritariamente corresponde a fosfolipidos (FL), el resto son lipidos
neutros, entre los que se destaca una proporcion notable de colesterol, el 8-
10% restante en peso esta constituido por proteinas, de las cuales 5-6% son
proteinas especificas asociadas al surfactante pulmonar (Figura 3).

En mamiferos la fraccion lipidica esta compuesta fundamentalmente por
fosfatidilcolina (PC) (80% de los fosfolipidos totales), aproximadamente el
40% de la PC se encuentra disaturada en forma de dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC), la cual es una especie inusual en cualquier otro tejido y tiene
implicancias muy importantes en la funcionalidad del SP (Hawgood-1997).
La DPPC es principal responsable de las propiedades tensoactivas del
surfactante pulmonar, posee dos cadenas de acidos grasos saturadas que
resultan esenciales para la disminucién de la tension superficial por el SP,
estas cadenas le permiten al fosfolipido empaquetarse estrechamente en las
pelicula interfacial reduciendo al maximo la exposicion de las moléculas de
agua al aire, y por lo tanto reduciendo al minimo la tension superficial de la
interfase aire-liquido, evitando el colapso alveolar durante la espiracion
(Jimenez-2009). El surfactante contiene otras PC insaturadas (25%),
fosfolipidos aniénicos, principalmente fosfatidilglicerol (PG), segundo
fosfolipido mas abundante cuya funciéon es favorecer la homeostasis y
estabilidad alveolar, colaborando en la adsorcion del SP y su expansion
sobre la hipofase y fosfatidilinositol (PI), ambos son fosfolipidos anidnicos
con una cabeza polar conteniendo carga negativa a pH fisiolégico y
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representan el 10% y 2% respectivamente de los fosfolipidos del agente
tensoactivo. Ademas posee otros fosfolipidos como fosfatidiletanolamina
(PE), fosfatidilserina (PS) y esfingomielina (SM), asi como lipidos neutros, de
los que el mas abundante es el colesterol (8-10%). El colesterol es
fundamental para la dindmica de las membranas del surfactante, y permite
la segregacion de las fases liquido ordenada (Lo) y liquido desordenada (Ld)
(De la Serna- 2013). Por altimo es posible encontrar cantidades pequefias de
mono, di, tri acil glicerol y algunos acidos grasos libres como palmitato
(Agassandian-2013).

PG 9%
Otros FL 4%
Lipidos neutros 5%

DPPC 41%
Colesterol 8%

SP-A 5%
SP-B 1%
SP-C 1%

SP-D 0,5%

PCInsaturadas 25%

Figura 3. Composicion de un surfactante pulmonar tipo en porcentaje de peso
seco.

Dependiendo de la cantidad/actividad de agua los fosfolipidos se pueden
organizar como bicapas, particularmente se piensa que esta es la forma en la
que el surfactante es sintetizado y almacenado por los neumocitos tipo II, sin
embargo luego de secretado, el SP en la interfaces aire/agua es capaz de
adsorberse y formar monocapas (Perez-Gil-2008). Los fosfolipidos son
moléculas anfipaticas, poseen un grupo de cabeza polar o hidrofilica y una
cola apolar o hidrof6bica, en estas monocapas se orientan con las cabezas
polares hacia la fase liquida y las colas hidrofébicas apuntando hacia el aire.
La organizacion supramolecular de los fosfolipidos del surfactante depende
no solo de la composiciébn sino de la temperatura, los niveles de
saturacion/insaturacion de la fosfatidilcolina y otros fosfolipidos menores,
asi como la presencia de colesterol y en el caso de la interfase alveolar, el
estado de compresiéon. Los cambios se asocian a parametros
termodinamicos que permiten modificar las propiedades fisicas de los
lipidos y sus grados de libertad (rotacional, difusional, etc) (Bagatolli-2014)
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(Figura 4). Segun los grados de libertad, los elementos necesarios para
definir adecuadamente una fase en membrana, podemos definir una fase gel
(sélida, Lp), liquida cristalina (fluida, La o liquido desordenada, Ld) o una
fase liquido ordenada (Lo) cuando a una membrana por encima de su punto
de fusién posee niveles suficientes de colesterol (Bagatolli-2014). Los lipidos
son moléculas sociales, lo que significa que expuestos a cambios
termodinamicos como compresion, temperatura, fuerza idnica, etc; pueden
sufrir transiciones de fase (Figura 4). Esta temperatura o nivel de
compresion para llevar adelante la transicion es particular para cada
fosfolipido y define su respuesta a los parametros fisicos que se estan
cambiando (Bagatolli-2014). El ordenamiento maximo de los fosfolipidos
ocurre a temperaturas por debajo de su temperatura de transicion (Tm,
melting temperatura) y en ausencia de colesterol, en esta situacion, las
bicapas de fosfolipidos se encuentran en fase gel (Lg), donde las moléculas
de lipidos presentan muy poca movilidad lateral con restricciéon rotacional y
difusional. En el SP dada la presencia de colesterol las membranas se
encuentran en el estado liquido-ordenado (Lo), en la cual los fosfolipidos
poseen restriccion difusional pero no rotacional (figura 4-A). Para
temperaturas por encima de la Tm se produce un cambio de fase, donde la
membrana logra alcanzar nuevos grados de libertad lo que se conoce como
una fase liquido-cristalina (La) o también conocida como liquido
desordenada (Ld). En esta fase las moléculas de lipido estan desordenadas y
presentan mayor capacidad difusional y rotacional que en la fase anterior
(Eeman-2010).
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Figura 4. A) Esquema de la difusion lipidica en membranas biolégicas. B) Estados
fisicos. Transiciones de fase en funciéon de cambios en la temperatura. (Imagenes
modificadas de Eeman Eeman-2010).

Tal como se menciond anteriormente, el empaquetado de los FL en una
interfaz no solo esta definido por temperatura. Es posible identificar la
transicion de fases por el grado de compresidén que tienen los lipidos que
componen la monocapa, situacion que se da por ejemplo durante el ciclo
respiratorio, en el que existe expansion-compresion. En este caso, las
transiciones de fase estan asociadas a la reduccion del radio alveolar, lo cual
se traduce en cambios en el drea disponible para cada FL. Cuando la
compresion es baja los lipidos tienen poca densidad de compactacion por lo
que poseen libertad de movimiento y se encuentran en fase liquido
expandida (Le), en esta fase la movilidad y el orden de los fosfolipidos es
analoga a la fase de bicapa La. Posteriormente, con el aumento en la
compresion se alcanza un estado mucho mas compacto que restringe la
capacidad de difusion entre las moléculas del FL que la componen, lo que se
conoce como fase liquido-condensada (Lc), en esta fase las moléculas estan
altamente ordenadas y presentan similitud con la fase de bicapa LB (Eeman-
2010).

Otro factor determinante de la organizacidn de fosfolipidos en la interfaz es
el nivel de colesterol, este modula la fluidez de la membrana y dependiendo
de la temperatura, puede favorecer el orden o bien el desorden de los lipidos
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que lo conforman. Un alto contenido de colesterol en las bicapas/monocapas
de fosfolipidos tiende a disminuir la compactacién y generar una mayor
libertad de movimiento de los lipidos en las fases ordenas (Lc en monocapas
y LB en bicapas) por lo que la presencia de colesterol define una fase
particular denominada liquido ordenada (Lo). Esta fase tiene caracteristicas
de viscosidad e hidratacion particulares y que se asocian con la capacidad
del colesterol de interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas de los
fosfolipidos (Pérez Gil-2008).

liquid condensed
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Figura 5. Arreglos supramoleculares de las membranas del SP propuestos y su
interaccion con las proteinas especificas del surfactante. CRD: Dominio de
reconocimiento de carbohidratos. (Extraido de Pérez Gil-2008) .

La fraccion proteica del SP esta constituida por cuatro proteinas especificas
conocidas como SP-A, SP-B, SP-C y SP-D. Estas cuatro proteinas se agrupan
en dos familias en funciéon de su estructura y propiedades, SP-A y SP-D
(hidrofilicas) y SP-B y SP-C (hidrofébicas). La SP-A es la proteina mas
abundante del SP (aproximadamente un 5%), y pertenece a la familia de las
lectinas dependientes de Calcio (colectinas). La SP-B junto con la SP-C
constituyen alrededor del 2% del peso seco del surfactante pulmonar. La SP-
D se encuentra en muy poca proporcion, alrededor del 0,5%, no aparece
asociada a complejos lipoproteicos del surfactante por lo que es considerada
la proteina de menor relevancia. La ausencia de cualquiera de estas
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proteinas del surfactante produce alteraciones respiratorias de mayor o
menor gravedad, pero sélo la falta de SP-B resulta letal poco después del
nacimiento (Melton-2003, Nogee-2004)

2.2.2 Funciones del surfactante pulmonar

El surfactante pulmonar cumple con tres funciones basicas en el pulmoén:
reducir la tensién superficial en la interfase aire-liquido, mantener la
homeostasis del liquido alveolar y brindar defensa al organismo frente a la
entrada de patogenos a partir de una respuesta inmune innata (Meyer-
Zimmerman-2002). La reduccién de la tension superficial es considerada la
principal funcion del surfactante, esencial para evitar el colapso alveolar y
reducir el trabajo pulmonar, por tanto, serd desarrollada en mayor
profundidad.

1. Reduccion de la tension superficial en la interfase aire/liquido

Las moléculas en un liquido se encuentran rodeadas por otras moléculas
idénticas que ejercen fuerzas sobre ella y pueden establecer interacciones
en todas las direcciones, el componente energético de esas interacciones en
el seno de la fase acuosa se encuentra equilibrado en todas las direcciones
del espacio, sin embargo las moléculas que se encuentran en una interfase
liquido-gas presentan ausencia de interacciones con la fase gas, esto genera
que sean atraidas hacia el interior por el resto de las moléculas, dando como
resultado un componente neto cohesivo hacia la masa de liquido (Figura 6-
A) (Notter-2000). Este efecto hace que la superficie minimice su area dado
que abrir una nueva interfase supone trasladar nuevas moléculas en
equilibrio del liquido a la interfase generando un gasto energético (Olmeda-
2011). Esta energia que se necesita da lugar a lo que se conoce como tension
superficial (y), que es la fuerza necesaria para expandir el area superficial
del sistema.

Los agentes tensoactivos de superficie, como el surfactante pulmonar, son
capaces de equilibrar las diferencias de fuerzas, disminuyendo asi, la tension
superficial (Figura 6-B). La naturaleza anfifilica de los surfactantes (poseen
una parte hidrofilica y otra hidrofébica) es la responsable de su acumulacion
en las interfaces aire/agua donde se orientan formando peliculas
monomoleculares capaces de disminuir la tension superficial.
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Figura 6. Fuerzas moleculares que causan la tension superficial. A) En ausencia de
agentes tensioactivos, las moléculas de agua en la superficie de contacto con el aire
tienen un componente neto cohesivo hacia la masa de liquido, la tension
superficial, que resulta de la falta de interacciones con la fase aérea. B) Los agentes
tensoactivos como las moléculas secretadas por el espacio alveolar son
compuestos anfipaticos y su disposicién en la interfase aire/liquido desplaza las
moléculas de agua superficiales. (Modificado de Pérez Gil-2010)

La importancia de la tension superficial en el contexto del pulmén puede
ilustrarse desde el punto de vista cuantitativo por la ley de Laplace, la cual
establece que la presidon en el interior de una burbuja es directamente
proporcional a la tensidon superficial e inversamente proporcional al radio de
la burbuja. La presion superficial esta definida como la reduccién de tensiéon
superficial en una interfase agua/aire por la presencia de una pelicula de
material surfactante a través de la ecuacién: m = yo -y, donde yo es la tension
superficial del agua y y la tensidn superficial cuando el surfactante esta
presente en la superficie (Notter-2000). Segin la ley de Laplace cuanto
menor es la burbuja, mayor es la presién que soportan sus paredes. Si
consideramos a los alveolos como pequefias burbujas, teniendo en cuenta
que el tamafio de los mismos no es homogéneo y que su volumen varia un
30-40% durante el ciclo respiratorio, en ausencia de surfactante las
diferencias de presiéon entre los mas pequefios y los mas grandes ocasionaria
el colapso de los pequefios durante la espiracién dada la alta tension
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superficial de la capa de agua que recubre el epitelio alveolar (Figura 7-C). El
surfactante pulmonar tiene la capacidad de disminuir la tensién superficial a
valores muy cercanos a cero, por lo que su presencia entre las moléculas de
agua hace que el cambio de volumen no incremente las presiones intra-
alveolares, evitando asi el colapso alveolar (Figura 7-D) (Zuo-Possmayer-
2007, Planells-2010). Cuantas mas moléculas de tensioactivo se sitdan en la
interfase, mayor nimero de moléculas de agua son liberadas a la fase acuosa
y menor es la tensién superficial.

A) B)

Ley de Laplace:

AP = 20/r

G: tension superficial
P: presion de colapso
r: radio

0)

Figura 7. A) Ecuacion que define la ley de Laplace. La presion que tiende a cerrar
la burbuja (AP) es directamente proporcional a la tensiéon superficial (o) e
inversamente proporcional al radio de la burbuja. B) Colapso, la burbuja pequefia
tiende a vaciarse en la burbuja grande debido a la diferencia de presién que hay
entre ambas. C) Ausencia de surfactante pulmonar durante la espiracion, los
alveolos pequefios tienden a colapsarse dentro de los mayores. D) Presencia de
Surfactante pulmonar durante la espiracion, correcta salida de aire. (Imagen
extraida de Cabré-2009)

El fosfolipido imprescindible para que el SP pueda llevar a cabo su funcién
es la DPPC, que debido a su estructura molecular es capaz de empaquetarse
formando peliculas interfaciales muy densas, ordenadas y estables durante
los momentos de maxima compresion (al final de la espiracién), llegando a
valores de tension superficial cercanos a 0 mN/m. A pesar de que DPPC es
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una especie tensoactiva muy eficaz, presenta una cinética de adsorcion muy
lenta y su re-extension luego del colapso es poco eficiente durante la
expansion, por lo que el SP requiere de la presencia de fosfolipidos
insaturados y proteinas hidrofébicas. Estos contribuyen a fluidificar las
membranas ricas en DPPC facilitando la adsorcién y re-expansion de la
monocapa, evitando el colapso alveolar en los sucesivos ciclos respiratorios
(Veldhuizen-1998). Se piensa que existe un reservorio de material
tensoactivo asociado a la monocapa interfacial donde los fosfolipidos
pueden ser re-incorporados rdpidamente en cada ciclo de expansion. Para
que el SP pueda llevar a cabo su funcién tensoactiva y muestre actividad
optima en la interfase respiratoria debe presentar una adsorcion rapida a la
interfase durante la inspiracién, reducir la tensiéon superficial a valores
cercanos a 0 mN/m durante la espiracion y re-extender el material expluido
durante la compresién para formar nuevamente la pelicula durante la
inspiracion. La rapida absorcion interfacial y la eficiente re-extension del
material se atribuyen particularmente a las proteinas SP-B y SP-C mientras
que la capacidad de reducir la tensién superficial a valores minimos se
atribuyen a la composicion lipidica del surfactante (Baumgart-2010, Gémez-
Gil-2009).

2. Mantenimiento de la homeostasis del liquido alveolar

La presion del liquido de los capilares del pulmén debe mantenerse en
equilibrio con la presion que se ejerce desde la hipofase acuosa de la
superficie alveolar y que depende de la tensién superficial. Cuando la
tensiéon superficial aumenta tiene como consecuencia un incremento en la
presion hidrostatica de los capilares, lo que finalmente produce la filtracion
de liquido desde los capilares hacia la capa intersticial y al espacio alveolar
(Ganter-2006). Por tanto la regulacion de la tensidén superficial por el
surfactante pulmonar es importante para controlar el balance de fluidos
(Daniels-1998). Estudios han demostrado que la falta o deficiencia de SP en
determinadas patologias respiratorias produce una invasiéon del espacio
alveolar con liquido intersticial generando edema pulmonar (Ganter-2006).

3. Defensa del organismo frente a la entrada de patégenos

Dada la gran superficie respiratoria que el pulmo6n expone al exterior (aprox.
80 m?) para permitir el intercambio gaseoso, es un érgano muy vulnerable a
la entrada de agentes potencialmente patégenos y contaminantes. El
surfactante constituye la primera barrera fisica a la entrada de cualquier
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microorganismo (Pérez Gil-2010) siendo las principales responsables de
dicho papel las proteinas hidrofilicas SP-A y SP-D (Wright-2003), que se
unen a la superficie de los patdgenos, incluyendo bacterias y virus, y los
opsonizan facilitando su fagocitosis por macr6fagos y monocitos, ademas
también son responsables de la regulacion de la produccion de mediadores
de la inflamacién (Crouch-Wright-2001, Kramer -Speer-2003). La SP-A
media respuestas pro o antiinflamatorias segin actie de manera directa
sobre los microorganismos uniéndose al lipopolisacarido bacteriano (LPS) o
a través de activacion de células fagocitarias (Orgeig-2010). La SP-D, que
también une LPS, promueve eliminacion de patégenos sin la estimulacion de
una respuesta inmune secundaria (Kuroki-2007).

Los lipidos también participan en la defensa del organismo, suprimen
algunas de las funciones de las células inmunes como la proliferacion de los
linfocitos, por lo que el rol del surfactante en la respuesta inmune esta
intimamente relacionado a un equilibrio en la composiciéon entre sus
elementos lipoprotéicos (Wright-1997).

2.3 Metabolismo del surfactante pulmonar

2.3.1 Biosintesis y almacenamiento

El surfactante pulmonar es sintetizado por los neumocitos tipo II. Estos se
encargan de sintetizar, almacenar y secretar a través de organelos
especificos denominados cuerpos lamelares (LB), todos los componentes del
surfactante a la fina capa acuosa que reviste al epitelio, que se conoce como
hipofase (Zuo-2008). Los LB son estructuras esféricas, formadas por bicapas
concéntricas altamente empaquetadas con lipidos y proteinas del
surfactante (Figura 11) (Dietl-2001). Tienen un origen lisoendosomal y
poseen en su interior PH &cido, altas concentraciones de calcio y encimas
proteoliticas. Indicios sobre su biogénesis destacan la presencia de la
proteina SP-B como esencial para su correcto desarrollo. La biogénesis de
LB y el transporte de los lipidos del surfactante a través de estos organelos
estd facilitado ademas por la presencia de una proteina de membrana
denominada proteina transportadora de union a ATP A3 (ABCA3, del ingés
ATP-binding cassette A3) (Hollenstein-2007, Linton-2007). ABCA3
transporta DPPC, PC y FG desde el RE hacia los LBs y su presencia es muy
importante, se ha visto que la ausencia de ABCA3 lleva a la falta de
acumulacion de las especies saturadas de PC en el surfactante pulmonar, a la
ausencia de cuerpos lamelares y como consecuencia a un fallo irreversible
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por distres respiratorio en los recién nacidos (Shulenin-2004, Cheong-2007,
Somaschini-2007).

Los componentes del SP son almacenados en los cuerpos lamelares luego de
su maduraciéon hasta que sea necesaria su secrecion a la hipofase acuosa
donde sufren transformaciones morfoldgicas como la formacién de mielina
tubular o su adsorcidén a la interfase aire-liquido para formar una pelicula
(monocapa). La formaciéon de la mielina tubular (MT) depende de una
composicion lipidica adecuada, la presencia de las proteinas SP-A y SP-B y
de calcio (Benson-1984; Suzuki-1989; Poulain-1992). Esta organizada como
un entramado de tubulos membranosos en forma de reticula (Perez-Gil-
2008) y permite junto con otras estructuras que los componentes del
surfactante se liberen y se adsorban rapidamente a la interfase aire/liquido
para formar la pelicula tensoactiva (Figura 8).

D)

Figura 8. Imagenes de microscopia electrénica que muestran: A) Cuerpo lamelar
(LB) en neumocitos tipo II de pulmones de ratén (Weaver-2002). B) La
organizacion de la mielina tubular (MT) a partir de los cuerpos lamelares (Young-
1992). C) La pelicula superficial de surfactante sobre un neumocito, en la que se
aprecian estructuras multilamelares. D) Cuerpos lamelares y mielina tubular
secretados al espacio alveolar (Goerke, 1998).

La sintesis de los componentes lipidicos del surfactante se da en el reticulo
endoplasmatico de los neumocitos tipo II. La PC principal componente del
surfactante y de todas las membranas celulares se sintetiza a través de dos
vias: sintesis de novo o mediante remodelacion de PC insaturada. La sintesis
de novo da lugar al 45% de la DPPC, se produce casi exclusivamente a través
de la formacién de CDP-colina siendo limitante la reaccion catalizada por la
colinafosfato citidilil transferasa (Van Golde-Casals-1997). La ruta de
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sintesis mediante remodelaciéon de especies insaturadas de PC requiere la
participacion de una serie de enzimas como fofolipasa A2, peroxirredoxina 6
(dependiente e independiente de calcio, respectivamente) y la
lisofosfatidilcolina aciltransferasa (Perez-Gil-Weaver-2010) y constituye la
principal via de sintesis permitiendo obtener un 55% de la DPPC. La sintesis
de PG y PI depende principalmente de la enzima fosfatidilglicerofosfato
sintasa, que actua convirtiendo CDP-diacilglicerol a fosfatidilglicerolfosfato.
En cuanto al colesterol, la mayor proporcidon es obtenida a partir de las
lipoproteinas séricas (Guthmann-1997), el nivel de estas lipoproteinas en
sangre se encarga de controlar la sintesis enddgena de colesterol a partir de
acetato o glucosa en los neumocitos tipo Il (Batenburg-Haagsman-1998).

Las cuatro proteinas especificas del surfactante SP-A, SP-B, SP-C y SP-D son
sintetizadas en los neumocitos tipo II. La SP-A proteina principal de SP
comienza su sintesis como una proteina con un péptido sefial un dominio
tipo colageno N-terminal y un dominio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD), luego de su translocacion al reticulo endoplasmico el péptido sefial es
eliminado y en el lumen del mismo sufre una glicosilacion para finalmente
ensamblarse como multimero (Weaver-Whitsett-1991). Tanto la SP-B como
la SP-C son sintetizadas en forma de precursores pre-pro-proteina de mucho
mayor tamafo que las proteinas maduras. Su sintesis ocurre en el reticulo
endoplasmico y en el caso de las SP-C son di-palmitoiladas en el aparato de
Golgi (ten Brinke-2002). Por ultimo, la SP-D tiene un procesamiento muy
similar al de SP-A, dando lugar a la proteina madura hidrofilica de 43 KDa.

2.3.2 Secrecion y adsorcion

La secrecion del surfactante se produce a través de 2 vias: Secrecion
asociada a cuerpos lamelares y secrecion no asociada a cuerpos lamelares.
En la secrecién asociada a cuerpos lamelares estan involucrados lipidos y
proteinas hidrofébicas. Las proteinas hidrofébicas del surfactante, SP-B y
SP-C inmaduras son transportadas hacia los LB desde la membrana del RE
pasando por el aparato de Golgi y los cuerpos multivesiculares donde son
procesadas por la accién de enzimas proteoliticas y secretadas junto con los
lipidos que se encuentran en su interior (Oosterlaken, Dijksterhuis-1991b).
Por otro lado, las proteinas hidrofilicas del surfactante SP-A y SP-D, en su
sintesis de novo, no estan asociadas a cuerpos lamelares por lo que su
secrecion se produce de manera independiente del resto de sus
componentes (Crouch-1991, Voorhout-1992, Osanai-1998).

La secrecion asociada a cuerpos lamelares puede ser desencadenada por
varios estimulos siendo el principal la hiperventilacion (Hawgood-1997),
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esta es debido a la accién mecdanica producida por distorsiéon celular,
también por cambios en el pH extracelular y/o ambos factores (Batenburg-
1995). La secrecion de surfactante pulmonar se produce por exocitosis de
los cuerpos lamelares mediado por calcio citosélico. El estiramiento que
sufre el tejido pulmonar durante la ventilacién activa la via de secrecién
dependiente de calcio en los neumocitos tipo II incrementando el nivel de
calcio citosélico necesario para la fusion de los cuerpos lamelares con la
membrana apical del neumocito (Ashino-2000, Frick-2004). Sin embargo, la
secrecion de surfactante también tiene lugar por mecanismos
independientes de calcio, donde intervienen receptores [-adrenérgicos,
adenosina A2B, y purinérgicos P2Y2. Los receptores [3-adrenérgicos y los
receptores de adenosina AB activan una via de excrecién dependiente de
AMPc, la enzima adenilato ciclasa genera AMPc y se activa la enzima
protein-quinasa A dependiente de AMPc que interviene en la fosforilacion
proteica y posterior liberacion de surfactante (Rooney-2001).

Luego de que se produce la fusion entre los LBs y la membrana apical del
neumodcito tipo II, el SP se libera y con la colaboracién de la SP-A, se expande
sobre la hipofase (Fehrenbach-2005). Los LBs secretan las membranas de
surfactante que se intercalan entre si, dando lugar a una organizacion
tubular en forma de red denominada mielina tubular (MT) (Aberg-2010).
Estas estructuras del surfactante son de gran importancia para su absorcidn,
facilitan el transito del material tensioactivo desde la subfase a la interfase
aire-liquido alveolar (Perez-Gil, 2008).

A partir de la mielina tubular y de otras estructuras, los componentes del
surfactante son liberados y se adsorben rdpidamente en la interfase
aire/agua dando lugar a la formacion de la pelicula tensoactiva, pese a esto,
se ha demostrado también que es posible liberar material tensoactivo
directamente de los cuerpos lamelares a una interfase independientemente
de la formacién intermedia de mielina tubular (Haller-2004). Existe un
reservorio de surfactante asociado a la interfase compuesto de multiples
capas implicado en el mantenimiento y estabilidad de la pelicula tensoactiva.
Este reservorio facilita la reinsercion de material tensoactivo a lo largo de
los sucesivos ciclos de inspiracién/espiracion, alberga el SP durante la
exclusion en la espiracién y permite su re-insercion durante la inspiracion,
por lo que es clave para evitar la pérdida definitiva de material tensoactivo
durante la respiracion (Figura 9) (Perez Gil-2008).

Actualmente se considera el surfactante pulmonar en el espacio alveolar
como un arreglo supramolecular con una estructura tridimensional que
considera la funcién tensoactiva desde el punto de vista dindmico y que
permite a la vez un correcto intercambio gaseoso, estabilizacién mecanica y
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proteccion de la superficie expuesta del pulmén frente a patégenos (Pérez
Gil-2014).
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Figura 9. Modelo de reservorio multicapa asociado a la monocapa interfacial y
mecanismos moleculares de las proteinas SP-B Y SP-C en la actividad superficial
del surfactante durante los ciclos de compresion/expansion de las membranas. 1)
Expulsion de lipidos y de complejos lipoproteicos de la interfase. 2) SP-B estabiliza
la pelicula interfacial. 3) SP-B promueve el establecimiento de contactos
membrana-membrana, generando la formacién de membranas multicapa. 4) SP-C
promueve la asociacién de estructuras tensoactivas excluidas. 5) SP-B y SP-C
promueven la insercion y la re-propagacion 6) de los fosfolipidos desde el
reservorio hacia la interfase durante la expansiéon. (Modificado de Pérez Gil-2010)

2.3.3 Degradacion y reciclaje

Una vez secretado y adsorbido para formar la pelicula interfacial y cumplir
su funcidn, una parte del surfactante es internalizado mediante endocitosis
por los neumocitos tipo II para su reutilizaciéon. La endocitosis tiene lugar
debido a la formaciéon de pequeilas vesiculas, que forman los pequefios
agregados del SP, que son internalizadas por los neumocitos tipo Il para
permitir el reciclaje de aproximadamente el 90% del material (Weaver-
2001). El 10 % restante es capturado y degradado por macroéfagos
alveolares.
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Al igual que los fosfolipidos las proteinas del surfactante pueden ser
recapturadas por los neumocitos tipo II. SP-A puede ser internalizada por
los macrofagos y degradada en los lisosomas, o reciclada por los neumocitos
tipo Il que la recapturan mediante su receptor P63 de manera dependiente
de calcio (Stevens-2001). SP-B se fija a zonas determinadas de la membrana
de los neumocitos tipo Il (Bates-1992) para ser internalizada, una parte es
secretada de nuevo con los cuerpos lamelares y otra fraccidon es degradada
en el interior de estas células y en macrofagos alveolares. SP-C es
recapturada y vuelta a secretar al espacio intra-alveolar en un proceso
favorecido por la proteina SP-A e inhibido por la SP-B (Baritussio-1992,
Pinto-1995, Horowitz-1997a). Por otro lado SP-D es degradada por
macrofagos alveolares, en un proceso que es independiente de la presencia
de SP-Ay lipidos del surfactante (Dong & Wright-1998).

2.4 Patologias asociadas al surfactante pulmonar

La deficiencia de SP conduce a problemas respiratorios severos, como
consecuencia de la pérdida de funciones tensioactivas, anti-inflamatorias, y
antipatogénicas que posee el surfactante.

El SP es uno de los ultimos sistemas en madurar durante el desarrollo fetal,
la sintesis y acumulacion de DPPC, asi como la sintesis de PG y de las
proteinas especificas del surfactante, se dispara alrededor de la semana 35
de gestacion, por tanto, nifios prematuros nacidos previo a las 35 semanas
de gestacion presentan falta total o parcial de surfactante. La deficiencia de
algunos de sus componentes resulta letal para los recién nacidos, un ejemplo
claro es la proteina SP-B, implicada en la homeostasis pulmonar. Su
ausencia imposibilita desalojar el liquido amni6tico que rellena sus
pulmones desarrollando una patologia que se conoce como sindrome de
distrés respiratorio en infantes (SDRI) (Meyer-Zimmerman-2002).

En neonatos la falla pulmonar también se puede generar por la aspiracion de
meconio en el momento del parto. El meconio corresponde a las heces del
recién nacido y se genera por estrés prenatal, caracterizandose por elevadas
concentraciones de colesterol y sales biliares. Los altos niveles de colesterol
y sales biliares presentes perturban la membrana surfactante impidiendo
que pueda llevar a cabo sus funciones (Lopez-Rodriguez-2011).

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una enfermedad
compleja que se da en adultos y se caracteriza por la presencia de
inflamacion generalizada a nivel pulmonar, afectando las funciones del
epitelio alveolar. Se observa un aumento de la permeabilidad alvéolo-capilar
que conlleva liberacién de proteinas del plasma y edema en los espacios
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alveolares. Como consecuencia se produce la inactivacion del surfactante,
atelectasia, por aumento de la tensiéon superficial minima durante la
espiracion y alteracion del intercambio gaseoso (Matthay-2011).

Durante el SDRA se producen alteraciones en el contenido de las especies
lipidicas y proteicas fundamentales para el funcionamiento del SP. Se genera
disminuciéon de la cantidad de fosfolipidos totales, principalmente FG
(Obladen-1983), aumento de los fosfolipidos minoritarios (FI, FS, FE, SM),
disminucion de las cantidades de SP-A, SP-B y SP-C y por consiguiente
ausencia de mielina tubular (Weaver-Whitsett-1991) y un incremento de las
proteinas séricas asociadas a la fraccién activa del SP, lo cual se debe a la
alteracion de la barrera alveolo-capilar (Panda-2004). Se ha identificado
también aumento de la cantidad de colesterol desde un 5% (p/p) en el
surfactante normal a proporciones del 20% cuando existe dafio pulmonar
agudo (Panda-2004, Gunasekara-2005, Zuo-2008).

El SDRA es uno de los principales motivos para iniciar una asistencia
ventilatoria mecanica. Estudios recientes de tipo metabolémico han podido
identificar una alteracién de los componentes energéticos y de algunos
lipidos de las membranas durante la ventilacién mecanica con volumenes
corrientes elevados (Izquierdo-Garcia-2014).

Todas estas alteraciones generadas por diferentes patologias pulmonares y
como efecto de la asistencia ventilatoria mecanica producen la inhibicién de
las funciones del surfactante. Una alternativa para el tratamiento de estas
patologias es la utilizacidn de surfactantes exdgenos.

La primera vez que se utilizaron surfactantes exogenos con éxito fue en
1985 cuando Tore Curstedt probé su administracion en neonatos como
forma de tratamiento de SDRI. Si bien los resultados en este caso fueron
alentadores y se ha visto que la utilizacion de surfactante pulmonar exégeno
mejora la funcién pulmonar, no ha sido completamente efectivo para adultos
con SDRA (Curstedt-2015).

2.5  Mecanica respiratoria

En condiciones normales el ser humano moviliza aire entre la atmdsfera y el
alvéolo y viceversa, fendémeno que se conoce como ventilacién. Este es un
proceso que consume energia aportada a través de la contracciéon muscular
generando un gradiente de presion entre el espacio alveolar y la atmosfera
que favorece el intercambio gaseoso (Cristancho, west-2004). En la primera
fase del ciclo ventilatorio, durante la inspiracién, la contraccién del
diafragma y los intercostales externos genera un aumento del volumen
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intratoracico con la consecuente disminucién de la presién en la cavidad.
Esta presion se torna negativa o subatmosférica con lo que se crea el
gradiente de presion en sentido atmédsfera-alvéolo que produce el llenado
pulmonar. En fase espiratoria este gradiente se invierte principalmente por
accion de la elasticidad pulmonar generando la presion supra-atmosférica o
positiva necesaria para el vaciado pulmonar (Cristancho-2004). Este
proceso involucra entonces tres variables: presion, volumen y flujo, la
diferencia de presion a lo largo del sistema respiratorio debe ser suficiente
para vencer las resistencias elasticas del pulmén generando un cambio del
volumen del tejido pulmonar suficiente para vencer las resistencias viscosas
de la via aérea y determinar asi un flujo de aire através de ella. La relaciéon
entre estas tres variables se define mediante la ecuacion:

AP = (EXV)+ (R X f)

Donde AP representa el gradiente de presion generado, E representa la
elasticidad, V el volumen movilizado, R la resistencia anatémica de la via
aéreay fel flujo generado. La P se define como fuerza por unidad de areay
se expresa en cmH20, la presion atmosférica es tomada como valor cero, de
modo que las presiones seran positivas o negativas en funcion de ese valor.
Para evaluar los cambios de presion en el sistema respiratorios se utiliza
algiin punto del sistema respiratorio como boca, via aérea, alvéolo y se
evalua la diferencia de presién entre ese punto y la presién atmosférica. Los
gradientes de presion mas importantes en la via aérea son: La presion de la
via aérea (Pva), diferencia entre la presién alveolar y la presion a nivel de la
boca es la energia necesaria para vencer la resistencia de la via aérea y por
lo tanto es la mayor determinante del flujo de aire. La presién
transpulmonar (Ptp), que esta definida por la diferencia de presién entre el
espacio pleural y el alveolar y representa una medida de las fuerzas elasticas
en los pulmones que tienden hacia el colapso. Presiéon transtoracica (Ptx),
que es la diferencia de presiones entre el espacio pleural (cara interna de la
caja toracica) y la presion atmosférica (cara externa), representa la energia
necesaria para deformar la caja toraccica. La presion del sistema
respiratorio (Psr), equivale a la diferencia entre la presion alveolar y la
atmosférica y es la suma de la Ptp y la Ptx. Por ultimo la presion
transdiafragmatica (Pdiaf), que es la diferencia entre la presion pleural y la
abdominal y refleja la contracciéon diafragmatica (Briva-2011B, Grieco-
2017).
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Por otro lado, el flujo es definido como el volumen que circula en un punto
determinado por unidad de tiempo, comUinmente se expresa en L/s y es
medido mediante un flujimetro de presion variable (neumotacdgrafo) o de
resistencia variable. El flujo se puede diferenciar en laminar o turbulento,
durante un flujo laminar el aire se desplaza a la mayor velocidad y por lo
tanto desplazando el mayor volumen, generando la minima friccién contra la
paredes de la via aérea. En oposicion con el flujo turbulento donde hay un
marcado aumento de la friccion generando un aumento de la resistencia a
avance a través de la via aérea disminuyendo la eficacia del gradiente de
presion para movilizar el aire. Esta resistencia generada por el flujo
turbulento es conocida también como un componente viscoso y en contra
posicion se denomina componente viscoelastico al elemento aportado por
las propiedades del tejido pulmonar (Balcells-2003, Briva-2011B).

Durante la VM con flujo constante de todo el sistema respiratorio (que
incluye tejido pulmonar y caja toracica) se puede observar que la Pva en el
proceso inspiratorio aumenta hasta lograr un nivel maximo (Pmax). Cuando
se hace una pausa inspiratoria mediante oclusion al final de espiracion la
Pva dismunuye hasta que se estabiliza alcanzando una presiéon denominada
presion de meseta (Pmes), esta presion refleja la Palv y se corresponde con
la presion de distensiéon alveolar o de retroceso elastico mientras que la
Pmax esta influenciada por la resistencia de la via aérea. Al realizar
ventilacion de pulmoén aislado se observa el comportamiento del tejido
pulmonar exclusivamente (Figura 10) (Hurtado & Santos-2005, Marini-
2019, Fredes-2019).
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Figura 10. Grafico de presion de la via aérea (Pva) y Flujo aéreo (Vi) durante la VM
controlada por columen. Se puede observar como la presién alcanza un valor
maximo (Pmax) y luego decae a un valor de meseta (Pmes) luego de una oclusion
al final de la ispiraciéon. La Pmax incluye el componente resistivo y elastico del
sistema respiratorio; la caida entre Pmax y P1 refleja la resistencia de la via aérea
mientras que la caida de P1 a Pmes refleja el componente viscoelastico pulmonar.
La linea punteada representa el cambio de la presion esofagica (alveolar) durante
el ciclo ventilatorio, similar a lo que ocurre durante la ventilaciéon de pulmén
aislado (Modificado de Fredes-2019).

2.5.1 Resistencias elasticas

El pulmén es una estructura elastica, tiende a recuperar su posicién de
reposo, las fuerzas que se oponen al aumento de volumen por encima de su
volumen de reposo son las elasticas y restrictivas (Hurtado & Santos- 2005).
La relacion entre AP y AV (Cambio de volumen) define las caracteristicas
elasticas del sistema respiratorio, el cambio de presiéon necesario para
generar un determinado cambio de volumen se denomina Elastance (E) y
esta definida por la ecuacion:

AP
AV
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Su inverso, define lo que se conoce como Compliance (C), capacidad de
deformacion del sistema (C= A4V/AP). Aunque se pueden usar
indistintamente, en la clinica la Compliance es el término utilizado para
expresar las resistencias elasticas. Puesto que el sistema respiratorio esta
formado por dos estructuras colocadas en serie, el pulmén propiamente
dicho y la caja toracica, las variaciones de uno u otro componente producen
cambios de la compliance total del sistema. Debido a que cada una de estas
estructuras tiene una presion relevante (Pva para el sistema respiratorio,
Ptp para el parénquima pulmonar y presidn pleural para la caja toracica), la
distensibilidad de todo el sistema respiratorio estard dada por la relaciéon
entre el incremento de volumen y el cambio de presidn en las vias aéreas, la
distensibilidad pulmonar y la distensibilidad de la pared toracica (Perez &
Mancebo-2006, Correger-2012).

En pacientes ventilados mecanicamente la Compliance se obtiene a partir del
cociente entre el volumen circulante administrado por el ventilador
(Volumen corriente, Vc) y la diferencia de presion (P) entre el final de la
inspiracién (Pmes) y el final de la espiracién (PEEP). Segun los gradientes de
P utilizados la C puede ser dindmica (Cdin) o estatica (Cest) y esta definida
por las ecuaciones:

Cest=Vc/ Pmes. PEEPT
Cdin=Vc/Pmes. PEEPT

Donde la PEEPT es la suma de la PEEP aplicada mas la PEEP intrinseca
(PEEPi). La PEEPi se genera cuando el volumen alveolar al final de la
espiraciéon es mayor al volumen de reposo pulmonar (Perez & Mancebo-
2006).

2.5.2 Relacion presiéon- volumen

La representacion grafica de esta relacion esta dada por la curva de presion
(P)/volumen (V) que puede observarse en la figura 11. Esta relacion entre P
y V no es lineal, cada punto de la curva representa una medida de P y su V
correspondiente y permite calcular la C para ese volumen, sin embargo lo
mas importante es la tendencia de esos puntos, para lo que se requiere
medidas sucesivas tomadas a diferentes volimenes y presiones que se
representan en forma de segmentos en la curva (Pérez & Mancebo-2006,
Correger-2012). La curva se caracteriza por ser sigmoidea y presenta tres
zonas o segmentos con diferente pendiente. En el segmento inicial (bajo
volumen pulmonar) donde la pendiente de la curva se aplana existe un
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cambio proporcional entre el aumento del V y el aumento de P, en ese
segmento hay una C baja. En cambio en el segmento central aumentos casi
nulos de volumen generan importantes aumentos de presién en el sistema,
por lo que la pendiente es mayor. Se corresponde con los volumenes
pulmonares de una ventilacién normal y presenta la mayor C. En el ultimo
segmento la C decae por sobredistension del parénquima pulmonar
presentando al igual que el segmento inicial baja C (Hurtado& Santos-2005,
Perez & Mancebo-2006, Correger-2012).

Por otro lado, si bien la rama inspiratoria y la rama espiratoria de la curva
de P/V comparten casi todas las caracteristicas basicas, no se comportan de
igual forma. Una de las propiedades del tejido pulmonar denominada
histéresis hace que el desplazamiento en las ramas inspiratoria y espiratoria
sea diferente debido a que la presion generada para cualquier volumen
durante la insuflacién es mayor a la generada durante la desinsuflacién. La
curva espiratoria varia dependiendo de las presiones que son alcanzadas
durante la insuflacién, cuanto mayor es la P y el V insuflados, mayor sera la
histéresis y por tanto mayor energia perdida en cada ciclo (Briva-2011B). El
sistema SP es uno de los componentes implicados en la generacion de esta
diferencia de presiones, debido a que durante la fase de contraccion sus
moléculas adoptan una mejor disposicion, mejorando sus propiedades
tensoactivas y disminuyendo la tension superficial de manera mas efectiva
que durante la insuflacion (Figura 11).
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/
D _
-

VOLUMEN

Fin de reclutamiento

Inicio de reclutamiento

v

PRESION DE ViA AEREA

32



Figura 11. Esquema representativo de una curva P/V donde se ilustra la rama
inspiratoria (linea llena) y la rama espiratoria (linea punteada). Rama inspiratoria:
A) Refleja la ventilacion del tejido aereado (“baby-lung”), en el momento en el que
la mayoria del tejido pulmonar esta colapsado, B) Luego del primer punto de
inflexion en la curva, se produce reclutamiento progresivo de las unidades
alveolares que genera un cambio en la pendiente de la curva P/V, C) expansion
elastica del tejido pulmonar , D) Luego de finalizado el reclutamiento alveolar, se
produce la sobredistensién alveolar , el cambio de presién se incrementa
disminuyenso asi la compliance. Rama expiratoria: A) sobredistension, una vez
insufladas se necesitan presiones menores para mantener abiertas las unidades
alveolares y en consecuencia la relacion P/V es diferentes en ambas fases, B)
retraccion elastica del tejido pulmonar, C) el inicio del colapso alveolar marca el
comienzo del desreclutamiento de las unidades alveolares, D) Colapso de la via
aérea. (Modificado Hurtado & Santos- 2005).

2.6  Ventilacion mecanica

Diversas situaciones pueden afectar el proceso ventilatorio y su principal
objetivo, el intercambio gaseoso. La ventilacion mecanica (VM) es un método
de sostén que suple o complementa la funcién ventilatoria. La VM actua de
forma distinta a la ventilacién espontanea, se genera una presiéon positiva
en la via aérea durante la inspiracion a la que se opone la resistencia al flujo
aéreo y las propiedades elasticas del sistema respiratorio, de esta manera se
genera un gradiente de presion entre la via aérea y el alvéolo que desplaza
un volumen de gas proporcional al nivel de presion aplicado (Figura 12)
(Lovesio-2006, West-2007). Las funciones principales de la VM son proveer
gas al paciente seguin determinadas condiciones de volumen, presion, flujo y
tiempo, manteniendo de forma adecuada el intercambio pulmonar de gases
y disminuir el trabajo respiratorio asegurando el reposo pulmonar cuando
sea necesario (Gutierrez-2011).
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Figura 12. Curva presion-tiempo durante la ventilacion espontdnea (linea
continua) y durante la ventilacién mecanica (linea punteada). Obsérvese que en la
primera la presion es negativa en fase inspiratoria y positiva en fase espiratoria.
Durante la ventilacién mecanica la presion es positiva durante todo el ciclo.

La VM es requerida para el tratamiento y soporte vital en multiples
patologias tanto pulmonares como extra pulmonares. Es una alternativa
terapéutica, que nos brinda la oportunidad de suministrar un soporte
avanzado de vida eficiente a los pacientes que se encuentran en estado
critico padeciendo de insuficiencia respiratoria (IR) (Gutierrez-2011). La
lesion pulmonar aguda (LPA) constituye una de las principales causas de
insuficiencia respiratoria en pacientes de cualquier edad con una elevada
mortalidad. Estudios internacionales estiman que la LPA afecta a mas de
300.000 personas cada ano en EE.UU, siendo la VM uno de los pilares
fundamentales para su tratamiento (Kahn-2006). Sin embargo, la propia VM
es capaz de producir injuria pulmonar, situacién reconocida como Injuria
Pulmonar Inducida por la Ventilacién Mecanica (VILI). La lesién del epitelio
alveolar juega un rol primario en el desarrollo de VILI, afectando diversas
funciones como la secrecion de surfactante y la barrera de intercambio
gaseoso (Dreyfuss-1994, Sartori-2002). Este fendmeno se produce tanto en
pulmones previamente sanos, como en aquellos dafados, pero se ha
demostrado, tanto in vivo como en modelos experimentales, que es de
mayor intensidad en aquellos pulmones con LPA preexistente, empeorando
aun mas el prondstico de estos pacientes. La VILI se produce principalmente
por sobredistension alveolar, proceso relacionado con el riesgo de rotura de
la via aérea y paredes alveolares en los sectores pulmonares no
dependientes (barotrauma, asociado a elevada presién positiva inspiratoria
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y/o volutrauma asociado a elevado volumen corriente en los espacios
aéreos), y por la apertura y colapso ciclicos de las unidades alveolares
dependientes, relacionado con la aplicacién de un nivel de PEEP insuficiente
para evitar el colapso-reapertura alveolar ciclico (atelectrauma)(Slutsky-
2013). Esto se corresponde con ambos extremos de la curva de presion-
volumen del sistema respiratorio (Donoso-2007, Slutsky-2013).

La VILI se asocia fuertemente a las alteraciones presentes en el SDRA. El
SDRA define un dafio microvascular pulmonar de caracter difuso con un
aumento de la permeabilidad de la membrana alvedlo capilar. Se manifiesta
como un edema pulmonar, con la consecuente hipoxemia e incremento del
trabajo respiratorio producto de una alteracion de las fuerzas elasticas del
pulmoén (Arancibia & Soto -2010). EI SDRA es una afeccion heterogénea, con
areas de colapso, zonas reclutables y regiones normales. La presion
hidrostatica del pulmén es mucho mayor y el tejido colapsado puede llegar
hasta un 70-80%, de este modo el intercambio gaseoso se desarrolla en las
zonas ventiladas (no mas alla del 30%) y en las posteriormente reclutadas.
La disminucion de la distensibilidad observada refleja una menor capacidad
de ventilacion , con una menor superficie de intercambio, siendo ésta la base
del concepto de pulmén pequefio o "baby lung"; por el contrario la magnitud
de la hipoxemia se asocia fuertemente a la cantidad de tejido no ventilado
(fendmeno de shunt). S6lo una pequefia parte del pulmén con SDRA esta
disponible para el intercambio gaseoso, una ventilacién con bajos Vc busca
reducir el estrés sobre los alvéolos ventilados, aportando un Vc menor que
el tamano del "baby lung"(Donoso-2007, Tomicic-2010, Slutsky-2013).

La estrategia de VM con un patron protectivo intenta reducir la VILI,
minimizando la sobredistencion alveolar y evitando las atelectasias ciclicas.
Esta modalidad involucra la utilizacion de presion positiva al final de la
espiracion (PEEP) para evitar el dafio producido por el colapso y apertura
alveolar ciclica, y Vc bajos previniendo la sobredistension alveolar (Slutsky-
2013, Hamlington-2018, Marini-2019).

2.6.1 Patrones ventilatorios protectivos

En los ultimos afios los progresos en la evaluacion de la mecanica pulmonar
han permitido una mejor comprension de la fisiopatologia pulmonar en el
paciente ventilado. La limitaciéon de los volimenes corrientes aplicados y el
uso de PEEP con la intencién de reclutar unidades alveolares y evitar el dafio
por colapso-reapertura alveolar forman parte de la estrategia para
disminuir los efectos de la VM (Tomicic-2010, Slutsky-2013). El edema
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pulmonar y el colapso alveolar de fin de la espiracién caracterizan a varias
formas de insuficiencia respiratoria. En estas situaciones, la presion positiva
espiratoria final (PEEP) baja puede ser insuficiente para estabilizar alvéolos
y mantenerlos abiertos, aumentando asi la probabilidad de lesiéon pulmonar
inducida por el respirador por atelectrauma (Donoso-2007). Por otro lado,
El uso de niveles excesivos de PEEP tiene sus desventajas, a nivel pulmonar
puede ser el punto de partida del barotrauma y puede causar disminucion
de la distensibilidad. Hoy en dia se sabe que la aplicacion de PEEP disminuye
significativamente las atelectasias ciclicas y en definitiva dafio alveolar. Sin
embargo no existe una Unica estrategia para establecer el nivel éptimo de
PEEP aplicado ni un valor de referencia universal, por lo que su uso debe ser
personalizado a cada caso clinico en particular (Arancibia & Soto-2010). Una
estrategia que se utiliza para determinar el nivel de PEEP 6ptimo es la
titulacion de PEEP de acuerdo a parametros de distensibilidad pulmonar. En
el mismo se realiza una maniobra inicial de reclutamiento, y se establece la
compliance pulmonar bajo un régimen de PEEP alto (20 cmH20 o mas), para
luego efectuar una destitulacion regresiva, con reducciones de 2 cmH20
cada 20 minutos y midiendo la compliance en cada estacién. Se estima que la
PEEP superior a aquél en que la compliance empieza a decaer es el 6ptimo.
Las recomendaciones de los expertos y las actuales evidencias indican que
la utilizacion de niveles de PEEP mayores a 5 cm H20 podria minimizar el
estiramiento al final de la inspiracion y evitar un posible colapso alveolar
(Seiberlich-2011).

En cuanto al volumen corriente (Vt), en el afio 2000 se publica un ensayo
multicéntrico que marc6 un hito en el manejo de los pacientes con SDRA
asistidos con VM (ARDS Network-2000). Pacientes fueron ventilados con
dos niveles diferentes de Vt (6 y 12 ml por kilo de peso ideal), se demostré
una diferencia significativa en la mortalidad y dias de necesidad de
asistencia respiratoria mecanica (ARM) a favor de los ventilados con Vt bajo.
A partir de alli se reconocié el beneficio de la utilizacion de este volumen
corriente tanto en pacientes con o sin lesion pulmonar (Amato-2015). Mas
recientemente se ha propuesto que en pacientes con SDRA (y
probablemente en tejido pulmonar sano también) la diferencia de presion
en via aérea entre el final de la inspiracion (presion meseta) y la PEEP
(driving pressure) es mejor que el Volumen corriente para determinar un
rango de proteccion o lesion del tejido pulmonar durante la ARM. En teoria
la combinacién de determinar un limite maximo de distension (por presion)
y el establecimiento de una “driving pressure” en rango protector mitigaria
el ciclo sobredistencion/colapso alveolar y el dafio pulmonar asociado. En
funcion de los datos publicados se establece una menor mortalidad cuando
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los pacientes fueron ventilados con un rango de driving pressure menor a 16
cmH20 (Serpa-2016). Sin embargo el uso de de diferentes niveles de driving
pressure podria tener efectos muy diferentes dependiendo del nivel de PEEP
elegido (Loring & Malhotra-2015), situacion que despierta nuestro interés y
que abordaremos en este proyecto.

2.6.2 Papel del surfactante pulmonar en la VILI

La lesién del epitelio alveolar juega un rol primario en el desarrollo de VILI,
se afectan diversas funciones, entre ellas, la secreciéon de surfactante
pulmonar. Como ya se ha mencionado en detalle el SP cumple diversas
funciones que lo hacen un componente indispensable del sistema
respiratorio. Su principal funciéon es disminuir la tension superficial en la
interfase liquido-gas de la superficie alveolar, contribuyendo a mantener
una adecuada mecdanica respiratoria. Aumenta la complacencia pulmonar y
disminuye el colapso alveolar durante la espiracion. La capacidad de
reduccion de la tension superficial se debe a las cantidades relativas como
los grados de saturacidon de los FL e interrelaciones con las proteinas del
surfactante (Frerking-2001). Su deficiencia o disfuncion causa enfermedad
respiratoria severa. Regimenes con alto Volumen Corriente y/o presion
inspiratoria, en un breve periodo de tiempo disminuyen la proporcion de
surfactante pulmonar funcionalmente activo. Siendo esta disfuncion
significativa y se correlaciona con la severidad de la VILI (Ito-1997, Zhu-
2001, Zhu-2006). Por el contrario la utilizacion de PEEP y surfactante
exOgeno pueden restaurar o preservar la composicidn y funcién, atenuando
la lesion pulmonar, indicando que la inactivacion de surfactante puede jugar
un importante rol en el desarrollo de VILI (Dreyfuss-1994). Los efectos
sobre la mecanica ventilatoria y el colapso alveolar podian ser ocasionados
por cambios en la capacidad tensoactiva del surfactante, ya sea por
alteraciones en el perfil fosfolipidico, en las interacciones lipido-lipido,
lipido-proteina, o por un factor biosintético o metabdlico.

2.6 Métodos de cuantificacion.

Los métodos mas utilizados para la cuantificacion de los componentes
fosfolipidicos del surfactante pulmonar son la Cromatografia de Capa fina
(TLC) y la Cromatografia Liquida de Alta performance (HPLC).



La TLC es una técnica analitica muy utilizada en laboratorios de quimica
organica, permite determinar el grado de pureza de un compuesto,
comparar muestras, realizar el seguimiento de una reaccion y realizar el
analisis tanto cualitativo como semi - cuantitativo de muestras de
fosfolipidos (FL) del surfactante pulmonar (DPPC, PC, PI, PE, SM) (Tsai-
1979). La separacidn se basa en el principio de reparto (afinidad diferencial)
entre dos fases, una fase estacionaria que consiste en una capa delgada de
silica depositada sobre un soporte plano como una placa de vidrio y una fase
movil liquida que fluye a través de la fase estacionaria. Si bien esta técnica
tiene multiples ventajas y aplicaciones, presenta gran dificultad y
limitaciones para realizar cuantificaciones, requiere de un andlisis de
densitometria de los spot en la placa y es muy dependiente del método de
revelado (Henderson-1992).

Por otro lado, el HPLC, es una técnica que permite la separacién y
cuantificacion de los componentes de una muestra de forma rapida y
precisa. Consiste en un medio o matriz de soporte que se denomina fase
estacionaria y un segundo medio que es inmiscible con la fase estacionaria,
denominado fase movil, que circula a través de ésta y arrastra a la muestra a
un flujo constante de presion proporcionado por una bomba. Los
componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase
estacionaria y la fase mévil, segin la afinidad por una u otra y de este modo,
atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se produce su
separacion. El tiempo que tardan las moléculas desde que son inyectadas en
la fase estacionaria hasta que eluyen de la misma se denomina tiempo de
retencion, este tiempo depende de la composicion de las fases utilizadas, del
flujo de la fase movil y de las caracteristicas de la columna. Existen dos tipos
de cromatografia segin la polaridad de la fase estacionaria, cromatografia
de fase normal, donde la fase estacionaria es polar y la fase moévil apolar y
cromatografia de fase reversa, con fase estacionaria apolar y fase movil
polar.

Para la separacion y cuantificacién de FL se utilizan mayoritariamente dos
fases estacionarias, simple (silica) o reversa (C18 o C8) y las fases moviles
mas utilizadas contienen mezclas con porcentajes variables de Cloroformo,
Metanol, Acetonitrilo, Hexano, Isopropanol, dentro de los solventes
organicos y un contenido i6nico como puede ser amonio, acido fosférico,
acido acético, acido sulfurico, etc (Henderson-1992, Abidi-1998). El proceso
cromatografico es monitoreado mediante la mediciéon de absorbancia y la
presencia de detectores. Dentro de los detectores mas utilizados para
cuantificar FL se encuentran: detector ultravioleta (UV), indice de refraccion
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(RI), espectrometria de masas (MS) y light - sacttering (LS) (Bunger-1995,
Brouwers-1998).

2.8Datos preliminares

Contamos con resultados de experimentos realizados previamente donde se
evalué la capacidad de generar VILI comparando un grupo con VM
convencional (alto VT) y otro con VM protectiva (PEEP y bajo VT) a través
de medida de mecanica respiratoria e histologia. Se evidencié un claro
deterioro en las propiedades viscoelasticas en el grupo con VM convencional
al compararlo con el control y el sometido a VM protectiva. El grupo VM
protectiva muestra una mejor relaciéon aire/ tejido en todos sus sectores al
compararlo con control y VM convencional, corrigiendo el colapso alveolar
observado en estos grupos. El espesor de los tabiques alveolares en el grupo
PEEP es mayor que en control, reflejo de la generacidon de edema intersticial,
pero menor que en el grupo ventilado a altos VT.

Asi, pudimos determinar que en un modelo de ventilacion en ratas la
utilizaciéon de altos Vt durante un peridodo breve de tiempo (30 minutos)
promueve la aparicion de alteraciones de la mecanica pulmonar (Figura 13
Ay B) y de la estructura a nivel histolégico (Figura 13 Cy D).
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Figura 13. Se compara un grupo con VM convencional (alto VT) y otro con VM
protectiva (PEEP y bajo VT) a través de medida de mecanica respiratoria (Ay B) e
histologia (B y C). A) Delta P2, rs es una medida que refleja las propiedades visco
elasticas de la via aérea periférica principalmente. B) DeltaP2, 1 refleja las del
pulmon. C) Relacion aire/ tejido en los sectores Dorsal, medio y esternal, para el
grupo control, el ventilado en condiciones protectivas y el grupo con alto VT. D)
Espesor de los tabiques alveolares (mm).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El propésito de este proyecto es contribuir a dilucidar la repercusion de la
ventilacion mecanica en la composicion y estructura del surfactante
pulmonar en un modelo de lesiéon pulmonar establecido dentro de la légica
del “driving pressure” y no del volumen corriente. Se comparan diferentes
patrones de VM, analizando los componentes de las diferentes estrategias
que van desde protectiva hasta ventilacién mecanica lesiva.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Constitucién y puesta a punto del modelo experimental de lesién
pulmonar guiado por cambios de presion.

3.2.2 Determinar los efectos de las distintas estrategias ventilatorias en
la estructura del tejido pulmonar mediante analisis histologico.

3.2.3 Desarrollar y poner a punto un método de cuantificacién de
fosfolipidos mediante HPLC, para poder determinar alteraciones
en la composicion del surfactante pulmonar.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Modelo animal

Ratas wistar macho fueron distribuidas al azar en 5 grupos de 5 animales
cada uno (peso de 300 * 20 grs. Media + SD.). Fueron anestesiados
utilizando pentobarbital (50 mg/ml) por via intraperitoneal. El nivel de
anestesia fue comprobado a través de la observacién de movimientos
reflejos frente a estimulo doloroso minimo, (Protocolo de experimentacion
bajo las normas y aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacion
Animal, CHEA). Se le realiza a cada rata una traqueotomia y luego se
sacrifica el animal mediante exsanguinacion, para luego proceder a la
extraccion en bloque de pulmén y corazén sin haber sufrido ningtn tipo de
dolor.

4.2 Ventilacion Mecanica

Se induce injuria pulmonar por ventilacion mecanica (VILI) utilizando un
patrén ventilatorio con sobredistension inspiratoria y colapso espiratorio.
Teniendo en cuenta que hasta la fecha no existe una adecuada correlacién
entre volumen alveolar y tensién superficial de la interfase aire-liquido, era
poco probable que se puediera identificar un punto de tension superficial
comparable a 6, 8 0 15 ml/k de volumen de trabajo, por lo que decidimos
guiar los patrones ventilatorios por presion de trabajo y no por volumen
corriente como variable determinante de proteccion o lesiéon pulmonar.

De esta manera se plantearon cinco grupos de trabajo definidos por las
condiciones mecanicas asociadas a la asistencia ventilatoria:

Grupo 1. Control no ventilado: permite analizar el tejido pulmonar y el
surfactante alveolar sin la intervencion de la ventilaciéon mecanica.

Grupo 2. Presién de trabajo 10 cmH20, PEEP 2 cmH20: explora el efecto de
presion de trabajo baja con un nivel minimo de PEEP semejante al cierre
glético.

Grupo 3. Presion de trabajo 10 cmH20, PEEP 5 c¢cmH20: con iguales
condiciones de presion de trabajo que el grupo anterior, pero con el nivel de
PEEP habitual que define el limite de lesion pulmonar. Maximo potencial
protector pulmonar.

Grupo 4. Presion de trabajo 20 cmH20, PEEP 2 cmH20: presion de trabajo
alta con nivel minimo de PEEP. Maximo potencial de dafio pulmonar.
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Grupo 5. Presion de trabajo 20 cmH20, PEEP 5 cmH20: explora potencial
efecto protector de PEEP.

Los grupos con VM se ventilaron durante 30 minutos en las condiciones
establecidas para cada grupo.

4.3 Dosificacion de Surfactante

Para valorar la repercusion en el surfactante obtuvimos muestras de lavado
broncoalveolar (LBA) para cada pulmén aislado. Se obtuvieron
introduciendo 15 mililitros de suero fisiolégico por la traquea y vertiendo
su contenido en un recipiente, este procedimiento se repitié un total de 5
veces (con motivo de uniformizar la extraccion del LBA).

El liquido asi obtenido es centrifugado a 1.000 xg a 4°C durante 5 minutos,
utilizando una centrifuga Sorvall RC 6 Plus de Thermo Scientific® y un rotor
SLC-4000, a fin de separar restos celulares y otros contaminantes. El
sobrenadante es guardado a - 20 ° C para su andlisis posterior. Del LBA se
extrajeron los FL del surfactante por un protocolo para extracciones
lipidicas de muestras liquidas (Bligh EG-1959), el procedimiento implica el
agregado de un volumen (1:1 (v/v)) de una mezcla de cloroformo - metanol
(1:1, v/v) a el LBA, posteriormente se mezcla para homogeneizar y permitir
el reparto lipidico y luego se centrifuga por 10 minutos a 400g, quedandonos
con la fase organica y evaporandola bajo N2. La muestra se resuspendié con
metanol a efectos de no incluir cloroformo en la columna, lo cual genera un
aumento de ruido en la sefal del detector por la importante absorcién del
mismo a la longitud de onda de trabajo. Se logré una buena resolucion de la
extraccion lipidica a partir de 4 ml de LBA y re suspensién en 500 pl de
metanol.

Las ratas utilizadas para analisis histologico solo fueron ventiladas durante
30 minutos en las condiciones descriptas anteriormente.

4.4  Determinacion de la concentracion de fosfolipidos

La cuantificacion de fosfolipidos se realizé a todas las muestras siguiendo el
método de Rouser (Rouser-1966). Este método se basa en la determinacion
del contenido de fésforo presente en los fosfolipidos previa conversiéon en
fosfato inorganico. Es necesario preparar una curva estandar con KH2P04,
que se coloca en tubos de vidrio, asi como las muestras problema y se
secaron en un bafio de arena a temperatura aprox. 2609C. Luego de que no
quedaran resto de solvente se realizd la mineralizacion del foésforo,
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incubando a las muestras con 450 pl de acido perclérico a 2602C durante 60-
90 minutos con los tubos tapados con canicas de de vidrio para evitar la
evaporacién. Una vez mineralizado el fésforo se cuantific6 mediante la
reacciéon con 0.5 ml de molibdato de amonio 2.5% (p/v) y 0.5 ml de acido
ascorbico 10% (p/v) y se diluy6 con 3.5 ml de agua miliQ. Para revelar el
color se incuban los tubos durante 7-10 minutos a 1002C en un bafio de
agua. Tras parar la reaccion con hielo la absorbancia de cada tubo se midi6
en un espectrofotometro convencional a 820 nm.

4.5 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

4.5.1 Determinacion del perfil y cuantificacion de especies
fosfolipidicas

El perfil de fosfolipidos fue caracterizado por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), en un equipo Agilent 1100 equipado con una bomba
cuaternaria y detector de arreglos de diodos. Se separaron las especies
fosfolipidicas con una columna de silica cuyas dimensiones fueron 250x4.6
mm y 5 pm de tamafio de particula. La fase movil fue acetonitrilo: metanol:
acido fosférico en proporciones 100:40:0.4 v/v, cromatografia isocratica,
modificacion del método de Shafiq (Shafiq -1991) y se utiliz6é un flujo de 1
ml/min con el horno de columna a 50°C. Los fosfofolipidos fueron
identificados y cuantificados a través de una curva de calibracién para cada
especie (Fosfatidilserina FS, fosfatidiletanolamina FE, fosfatidilcolina FC y
esfingomielina SM).

4.5.2 Cuantificacion de Colesterol

Para cuantificar el nivel de colesterol presente en cada grupo de trabajo se
utiliz6 una columna Hypersil ODS 5um, 4.0x250 mm Hewlett Packard, y
como fase moévil una mezcla de Metanol y 2-Isopropanol en una proporcion
70:30 (Ph= 8-8.5) con un flujo de 1ml/min. Los componentes de la muestra
fueron identificados por un detector de longitud de onda UV configurado a
212 nm (Essaka-2007).

Para identificar el nivel de colesterol en cada especie se utilizé un “pool” de
muestras para cada grupo, lo que dio como resultado, una muestra por cada
grupo de concentraciéon mas elevada, facilitando la medicién.

4.6  Analisis Histolégico
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Los cortes de pulmén se tifieron con hematoxilina y eosina, se
observaron los preparados histoldgicos de pulmén derecho (Lobulo
superior, medio e inferior) y se tomaron las imagenes de microscopia con
un microscopio 6ptico Nikon Optiphot usando un objetivo 40x/0.60 NA y el
software Image-Pro-Plus. El posterior analisis de las imagenes se realizd
utilizando dos software. Se midi6 el grosor de los tabiques, como elemento
sugestivo de edema pulmonar, utilizando el software de dominio publico
Image] (1.48v, Wayne Rsband, NIH-USA) y el area del espacio alveolar, como
indicio de colapso alveolar, utilizando el software Image-Pro-Plus 4.5.1.

4.6.1 Procesamiento de imdagenes para cuantificar grosor
de tabique

Para realizar la medicion de grosor de tabique se utiliz6 el software Image]
(1.48v, Wayne Rsband, NIH-USA). Las imagenes fueron tomadas en formato
RGB por lo que el primer paso del andlisis consiste en convertir las imagenes
RGB a imagenes en escala de gris de 8 bits (Figura 14 A y B). Una vez
obtenida la imagen en ese formato, se procede a seleccionar en la barra de
herramientas la opcion “straight”, funcién que permite realizar una linea
recta en el ancho del tabique (Figura 14-C). Luego de lo cual se selecciona la
opcion “Analyze-Measure” que me permitira obtener el valor de ancho del
tabique analizado (Figura 14-D). Este procedimiento se realiza para al
menos 10 tabiques en una misma imagen, dando como resultado una tabla
que expresa los valores de todos los tabiques analizados (Figura 14-E).

A)
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178000 391500 28792 -69677 8444 | 28792
270500 276500 20248 -69775 93730 | 20248
263000 278500 25080 -66501 85840 | 25080
203500 339000 24839 40101 84380 483

Figura 14. A) imagen RGB correspondiente a pulmoén derecho, l6bulo inferior, sin
ventilar (Grupo 1). B) Imagen transformada a 8 bits, rango dinamico de 0 a 256. C)
Imagen aumentada donde se puede identificar el trazo en linea recta a lo ancho del
tabique. D) Imagen que ilustra el procedimiento a seguir para obtener el valor de la
medida. E) Tabla de datos que se obtiene luego de medir varios tabiques.

4.6.2 Procesamiento de imagenes para cuantificar area
alveolar

Como se mencion6 anteriormente se utilizo el software Image-Pro-Plus 4.5.1
para cuantificar area alveolar como medida directa de colapso alveolar. Las
imagenes tomadas se encuentran en formato RGB, primeramente
necesitamos convertir las imagenes RGB en imagenes en escala de gris (8
bits) (ver figura 15 Ay B). Luego de lo cual se procede a ajustar la intensidad
de la imagen para lograr una mejor definicion, lo que permitira obtener un
mejor ajuste de la mascara (Threshold). Para eso se aplica a la imagen de 8
bits un filtro median de 5x5 que reduce la cantidad de variaciones de
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intensidad entre pixeles vecinos logrando una mejor resolucién (Figura 15-
C). Posteriormente se procede a obtener una mascara de los pixeles de
interés, en este caso el espacio alveolar (zonas claras), ajustando el rango de
pixeles en el histograma de intensidad. Esto se transforma en una mascara al
convertir la imagen intensidad en una binaria (blanco y negro), la cual sera
la informacién necesaria para proceder con el analisis. El color negro
corresponde a nuestra region de interés (ver figura 15-D). Antes de obtener
los datos es necesario eliminar los pixeles de ruido y suavizar. Con este fin se
aplica un filtro close 11x11 las veces que sea necesario hasta lograr la mejor
imagen (Figura 15-E). Finalmente una vez que tengo bien definida la imagen
realizo la medicién de area, para eso, vamos a pseudo color, seleccionamos
la opcion File y dividimos la imagen en 2 colores. La imagen obtenida
muestra ahora nuestra zona de interés en color rojo y la opcién Areas nos
permite obtener el valor del area de interés (Figura 15-F).
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Figura 15. A) imagen RGB correspondiente a pulmén derecho, l6bulo inferior
ventilado en condiciones de P20/PEEP10 (Grupo 5). B) Imagen transformada a 8
bits, rango dinamico de 0 a 256. C) Ajuste del histograma de intensidad para
incrementar el contraste entre las dos regiones. D) Aplicacion de la mascara
(Threshold). En negro pueden verse los pixeles que se selecciona para realizar la
mascara en nuestra region de interés. E) Imagen obtenida luego de eliminar el
ruido y suavizar. F) Imagenes de las zonas analizadas, en rojo se muestra nuestra
region de interés. El plugins pseudo color-area permite obtener el valor
correspondiente de area para el espacio alveolar.

4.7 Microscopia multi-fotonica, resuelta en el tiempo (FLIM) o
espectral con microscopio DIVER

La aplicacién de la microscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo
(FLIM) ha permitido evaluar los cambios metabolicos celulares o en tejidos
por la autofluorescencia proveniente del NADH (Datta-2016). El tiempo de
vida de una molécula fluorescente es un rasgo caracteristico y nos permite
interrogar que le esta sucediendo a esta molécula durante el tiempo que le
lleva emitir su fluorescencia. A través de la excitacion por dos fotones a una
longitud de onda en el rango de 710-780 nm es posible estudiar la
autofluorescencia como herramienta de evaluacién metabodlica del tejido
(Stringari-2019). Para la excitacién por dos fotones es necesario utilizar luz
pulsada y focalizarla en el tejido a través de la 6ptica del microscopio. Estos
laseres pulsados pueden ser usados para estudiar el decaimiento de una
molécula fluorescente a partir de la construccion de un histograma de
tiempo de vida (Malacrida-2017, Ranjit-2018). Existen dos maneras de
obtener la informacién de tiempo de vida que se asocian al dominio del
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tiempo o de la frecuencia, ambos metodos son comparables y dependen de
la instrumentacion con la que se cuente en el labortorio.

Para el analisis de los resultados de FLIM nosotros hemos utilizado los
graficos de fasores (Jameson-1984, Digman-2008) (Figura 16). El método de
fasores utiliza la transformada de Fourier para calcular los parametros G
(real, en el eje x) y S (imaginario, en el eje y) y graficarlos en un grafico polar
siguiendo la matematica descriptas por Weber (Weber-1981):

c fOT Iy cos(wt) dt
T = T
Jy Imdt
c fOT Iy sen(wt) dt
T = T
Jy Imydt

Donde w es la frecuencia de modulacion angular, igual a 2nf,yf=1/Tes la
frecuencia de repeticion del laser y T es el periodo del laser. El circulo
universal se define como un semicirculo con un radio de 0.5 centrado en (0,
0,5) y es universal para todo decaimiento exponencial simple (Figura 16 A)
(Malacrida-2018).
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Figura 16: Grafico de fasor y sus propiedades. A) La escala del grafico fasor esta dada por
la tangente del dngulo segln la relacién 0= tan (ot) y en un rango relacionado con la
frecuencia angular o= 2t / T (donde T=12.5 ns en nuestra configuraciéon experimental).
En puntos azules, un decaimiento exponencial inico para 0.1, 0.5, 2.0, 4.0. 8.0 y 16.0 ns.
Observe que el tiempo de vida aumenta en sentido antihorario hacia la posicién (0,0). B)
Las reglas de fasores predicen que para un pixel con una combinacién lineal de dos
tiempos de vida exponenciales simples (a saber, cursores azul y verde, vida corta y larga,
respectivamente) la posicion medida debe estar en un punto de la linea que une los dos
componentes individuales (punto anaranjado). La fracciéon de cada componente se puede
determinar siguiendo la regla de Lever (palanca). C) Para una reaccién en el estado
excitado se espera una posiciéon fuera del circulo universal debido al retraso en la emision
de la especie excitada, un ejemplo de tal reaccién es el efecto de relajacion dipolar
(Malacrida-2017). D) Grafico de fasor para datos espectrales. Los movimientos en el eje
angular (en sentido anti horario) corresponden a movimientos del espectro desde los
valores de A menores a mayores (del azul al rojo), los movimientos en el eje axial (a
medida que se apartan de 0) se corresponden con la disminucién del ancho del espectro.
Cuando el espectro se hace “mas ancho”, el fasor se movera hacia el centro del grafico
polar, mientras que cuando el espectro se corre hacia mayores longitudes de onda el fasor
se mueve en sentido anti horario.

Cada punto en el diagrama fasorial representa un pixel de la imagen que
corresponde a un decaimiento. Los movimientos en sentido anti horario en
el eje angular corresponden a aumentos en el tiempo de vida (MU, fasef).
Los fasores poseen las propiedades de combinacidn lineal y reciprocidad de
los vectores, que son de gran utilidad para el andlisis de los datos de FLIM.
La combinacion lineal significa que si tenemos dos decaimientos
exponenciales simples (NADH libre o unido), estos deberian estar en algin
lugar del circulo universal. Si mezclamos una fraccion de ambos
componentes, entonces su posicion deberia de aparecer en algun lugar de la
linea que une ambos componentes (Figura 16 B). La propiedad de
reciprocidad nos es util para elegir una regién de interés en los graficos de
fasores y poder reconocer en la imagen donde estan estos pixeles con
determinada caracteristica. Esta propiedad es valida en ambas direcciones
(imagen < fasor).

Para la obtencion de los datos espectrales utilizamos un método
desarrollado en el Laboratory for Fluorescence Dynamics, en el cual en
cambio de colectar el espectro, se obtienen imagenes utilizando filtros de
transmision con una funcién seno o coseno para un rango espectral de 400-
650nm, mas la intensidad total (Dvornikov&Gratton-2018).

leos = (s, Feos(M) * I(k))/ %)
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Isen = (25 Fsen(X) * I(k))/ M)

G = 2(Icos — Feosmin)/(Feosmax — Feosmin) — 1
S = 2(sen — Fsenmin)/(Fsenmax — Fsenmin) — 1

Donde, Fcos es la intensidad de fluorescencia para el filtro coseno, Fsen es la
intensidad de fluorescencia para el filtro seno, y I (1) es la intensidad total.
Los cambios espectrales hacia el rojo se observan como un incremento en la
fase, mientras que el ensanchamiento del espectro como un aumento en la
modulacion (Figura 16 D). Los graficos de fasores espectrales comparten
todas las propiedades descriptas anteriormente.

Para las medidas de tiempo de vida y espectrales se utilizé un microscopio
de disenio (DIVER, Deep Imaging Via Emission Recovery). El microscopio
DIVER utiliza como fuente de iluminaciéon un laser pulsado InSight DS +
(Spectra Physics) para la excitacion de dos fotones, sintonizable en el rango
espectral de 680-1300 nm. Se utiliza un modulador acustico-6ptico (AOM)
de AA Opto-Electronics para ajustar la potencia del haz de excitaciéon. El
escaner XY (Cambridge Technology), esta acoplado a la éptica de escaneo,
construido utilizando cuatro dobletes acromaticos en disposicion simétrica
(lente de escaneo tipo Plossl), para minimizar las aberraciones y permitir un
campo de vision amplio. Esta combinacion de los espejos del escaner de 15
mm con lentes de 50 mm de diametro nos permite lograr un campo de
vision (FOV) de 2 a 3 veces mas amplio en comparacion con los
microscopios comerciales.

El sistema de imagenes también esta equipado con un epi-detector H7422P-
40 (Hamamatsu). Tanto el detector DIVER como el epi-detector estan
conectados a un Fast-FLIMbox 320 (ISS) para permitir mediciones FLIM y
analisis fasoriales. (Dvornikov & Gratton-2018, Dvornikov-2019).

4.8 Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de cada fosfolipido en las
distintas muestras, asi como los obtenidos a partir de la histologia (Medida
de grosor de tabique y Colapso alveolar) fueron comparados y analizados
mediante un andlisis de Varianza (ANOVA). Este tipo de analisis permite
comparar varios grupos en una variable cuantitativa, es una generalizacion
del test de “t” (student) cuando se quiere comparar mas de 2 grupos.

Se utilizo el software GraphPad Prism 4 para el andlisis estadistico.
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5. RESULTADOS

5.1 Constitucion y puesta a punto del modelo experimental

La primera etapa requirié la puesta a punto del modelo experimental de
lesién pulmonar guiado por cambios de presiéon (P). Siguiendo los reportes
publicados (Serpa-2016) el tejido pulmonar sano puede ventilarse de
manera protectora con presiones de trabajo inferiores a 13 c¢cmH20 y
promoveria la lesiéon con valores superiores a 16 cmH20. Si bien esto es
cierto para condiciones clinicas y experimentales de trabajo con sistema
respiratorio completo (pulmones y caja toracica), debimos establecer
condiciones experimentales con pulmoén aislado que claramente
promovieran proteccién y dafio. De esta manera se establecieron dos
presiones de trabajo, una protectora de 10 cmH20 y una potencialmente
lesiva de 20 cmH:20. A esta condicién de trabajo se asocié el componente de
PEEP. Una PEEP baja puede ser insuficiente para estabilizar alvéolos y
mantenerlos abiertos y esta asociada con una mayor probabilidad de lesion
pulmonar. Se definieron entonces dos valores de PEEP, uno bajo de 2
cmH20 y el recomendado en la clinica que es 5 cmH:z0, con el fin de explorar
los efectos de la PEEP asociados a diferentes combinaciones de presidn.

De este modo, se establecieron 5 grupos con diferencias en sus patrones de
presion y PEEP (Tabla 1). El grupo 1, control no ventilado, permite analizar
el tejido pulmonar y el surfactante en condiciones normales. El grupo 2, con
P10/PEEP2, permite explorar el efecto de una presion de trabajo baja con un
nivel minimo de PEEP. El grupo 3, P10/PEEPS5, con baja presion pero con el
nivel de PEEP habitual, define el limite de lesion pulmonar y permite
analizar el maximo potencial de proteccion pulmonar. El grupo 4, presion de
trabajo alta potencialmente lesiva con nivel minimo de PEEP, P20/PEEP2,
define el maximo potencial de dafio pulmonar y el grupo 5, P20/PEEP5, con
alta presion pero PEEP habitual permite explorar un posible efecto
protector de la PEEP.
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Tabla 1. Modelo experimental de lesion
pulmonar guiado por cambios en la

presion respiratoria.
Grupo Nombre Presidn PEEP
(cmHz0) (cmHz0)
1 Ctr
2 P10/PEEP2 10 2
3 P10/PEEP5 10 5
4 P20/PEEP2 20 2
5 P20/PEEP5 20 5

Una vez extraido el pulmon siguiendo el protocolo descripto en la seccidn 4,
se procedié a realizar la ventilacion mecanica a altas y bajas presiones de
trabajo. Como se observa en la figura 23 a nivel macroscopico se observé un
claro deterioro durante la ventilacién mecanica con alta presion de trabajo.
El pulm6n de la derecha ventilado a alta presion (Figura 17-B) muestra
claras evidencias de colapso, observable como cambios en la homogeneidad
en la coloracion del tejido, ademas una disminucion considerable del
volumen pulmonar y gran condensacion del tejido, mientras que el ventilado
a baja presion (Figura 17-A) mantiene una mejor distribucion del gas
alveolar.

Figura 17. Caracteristicas macroscépicas del pulmén de rata después de 30
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minutos de ventilacién mecanica. A) Ventilado a bajas presiones de trabajo
(P10/PEEPS), B) Ventilado a altas presiones de trabajo (P20/PEEP2).

5.2 Analisis Histologico

Los pulmones empleados para el andlisis histologico fueron Unicamente
ventilados en las condiciones descriptas, no se les realizé6 LBA. El analisis
histologico se llevd a cabo en pulmén derecho (I6bulo superior, medio e
inferior). Se observaron tres preparados, uno por cada lébulo y se
obtuvieron 10 imagenes por cada uno. Se analizaron un total de 150
imagenes por grupo de trabajo.

Sé midi6é el grosor de los tabiques como medida indicativa de edema
pulmonary el area del espacio alveolar como marcador de colapso alveolar.

5.2.1 Medida de Grosor de tabique

Una vez ventilado, se procedié a realizar cortes histolégicos del tejido
pulmonar. En la Figura 18 se puede observar que los cortes histoldgicos de
pulmones ventilados a altas presiones de distenciéon muestran diferencias
notorias en base a una inspeccién cualitativa con los ventilados a bajas
presiones. Es posible observar la pérdida de la arquitectura alveolar y el
engrosamiento de los tabiques como elemento indicativo de la presencia
edema pulmonar.
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Figura 18. Cortes histoldgicos correspondientes a pulmones ventilados en las
condiciones descritas previamente. A) Control no ventilado. B) Grupo 2,
P10/PEEP2. C) Grupo 3, P10/PEEP5. D) Grupo 4, P20/PEEP2. E) Grupo 5,
P20/PEEPS5.

Los resultados del analisis estadistico (Figura 19) muestran que a nivel de
pulmoén total el grupo 4 (P20/PEEP2) es el grupo con mayor lesion, presenta
el mayor grosor de tabique con una media de 7,43 * 1,06 pm (media *
desvio estandar). Se observd diferencia estadisticamente significativa
cuando se lo comparo6 con el grupo control (no ventilado) que presentd una
media de grosor de tabique de 4.46 * 0.67 pm. El grupo 2 (P10/PEEP2) con
media 5,98 + 0.62 um, mostr6 también diferencia significativa con el control,
mientras que el grupo 3 (P10/PEEP5) maximo potencial protector, se
comporté de forma muy similar al grupo control con una media de 4.54 *
0.78 pm. El grupo 5 (P20/PEEP5), con media de 5.4 * 0.73 pm, no mostrd
diferencia significativa con el control pero si se observé diferencia cuando se
lo comparé con el grupo 4, ambos tratados a la misma presidon de trabajo
(P20) pero diferente PEEP (2 y 5 respectivamente).
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Figura 19. Andlisis estadistico de la medida de grosor de tabique (pm) de los
diferentes grupos de trabajo en pulmoén total.

Por otro lado se analizaron los resultados obtenidos para cada lébulo por
separado. Se realiz6 un analisis estadistico entre grupos e intra grupo. A
nivel del l6bulo superior, los grupos 2 (P10/PEEP2) y 4 (P20/PEEP2)
mostraron diferencia estadisticamente significativa con el grupo control (no
ventilado). El grupo 2 aument6 27,5% el grosor de tabique y por lo tanto el
dafio con respecto al grupo control, pasando de un grosor de tabique medio
de 4,55 £ 0,71 a uno de 5,80 * 0,54 um, mientras que el grupo 4 mostr6 un
aumento considerable, el dafio se incrementd un 73,6% en relacion al grupo
control. En este lI6bulo también se observaron diferencias entre los grupos 2
y 4, donde el dafio se vio aumentado en 36,2% cuando se aumenté la presion
de 10 a 20 cmH20 en el grupo 4 y diferencias entre los grupos 4 y 5
(P20/PEEPS), donde el grupo 5 disminuy6 el dafio un 30% comparado con
el grupo 4 (ver figura 20-A).

En el 16bulo medio el grupo 2 aument6 32% el dafio en relacidn al control y
el grupo 4 lo hizo en un 57,9%. El 16bulo medio mostr6 ademas diferencia
significativa entre los grupos 2 y 3 (P10/PEEP5), donde el dafio cay6 28,3%
en el grupo 3 pasando de un grosor medio de 6,18 + 0,73 a uno de 4,43 *
0,56 um. Por otro lado, se observaron diferencias cuando se compararon los
grupos 2y 4y los grupos 4y 5, donde se observo un incremento del dafio en
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el grupo 4 de 19,6% en comparacion al grupo 2 y 28,9% en referencia al
grupo 5 (Figura 20-B).

El 16bulo inferior mostr6 diferencias significativas entre el control y los
grupos 2 y 4 aumentando el dafio en 43,7 % y 71,6% respectivamente y
entre los grupos 2y 3y 2y 4. El grupo 3 disminuy¢ el dafio 26,3% mientras
que el grupo 4 lo aumenté en 18,4%. Ademas se observaron diferencias
entre los grupos 4 y 5, donde el grupo 5 disminuy06 el grosor de tabique en
30% en comparacion con el grupo 4 (Figura 20-C). El analisis de los
pulmones en sus l6bulos con un incremento significativo del grosor de los
tabiques tanto en el 16bulo superior como en el medio e inferior confirma
nuevamente el caracter lesional del grupo 4 ventilado a altas presiones y con
nivel minimo de PEEP.

Para el andlisis intra grupo presentamos los datos comparados contra el
grupo control (1). Para esto generamos una grafica en el que el valor medio
y el desvio estandar de las tres regiones se grafic6 como referencia para
comparar en un analisis global la lesion a lo largo del pulmon (Figura 21).
Los resultados no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre
los diferentes l6bulos para ninguno de los grupos de estudio.
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Figura 20. Analisis estadistico de la medida de grosor de tabique (um) entre
grupos discriminado por l6bulo. A) medida de tabiques en el 16bulo superior, B)
medida de tabiques en el 16bulo medio, C) medida de tabiques en el 16bulo inferior.
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Figura 21. Andlisis estadistico de grosor de tabiques intra grupos para lébulo
superior, medio e inferior. Se puede observar en una franja el valor medio y los
limites de desvio estandar para el grupo control (no ventilado).

5.2.2 Medida de colapso alveolar

Para el anadlisis de colapso alveolar se tomaron nuevas imagenes. La luz e
intensidad no homogénea en las imagenes utilizadas para la medida de
grosor de tabique inhibieron la posibilidad de aplicar los algoritmos de
procesamiento de imagenes necesario para segmentar y cuantificar el
colapso. Las imagenes fueron tomadas en las mismas condiciones, en un
microscopio Optico invertido, usando un objetivo 40x. Se obtuvieron 150
imagenes por grupo que fueron procesadas utilizando el software image-
pro-plus 4.5.1.

La figura 22 muestra las imagenes obtenidas a partir de los cortes
histolégicos de hematoxilina-eosina de pulmén para el andlisis de colapso
alveolar, separadas por l6bulo (superior, medio e inferior).
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Figura 22. Cortes histologicos correspondientes a pulmones tratados en las
condiciones descriptas anteriormente separados por l6bulo. A) Lébulo superior,
B) l6bulo medio, C) 16bulo inferior.

Se midié area del espacio alveolar y se realizé un analisis estadistico para
pulmoén total y para cada l6bulo por separado. La figura 23 muestra los
resultados del analisis obtenido para pulmon total donde se puede observar
que todos los grupos de estudio mostraron diferencias significativas con el
grupo control. El grupo 2 (P10/PEEP2) mostré una disminucién del area
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alveolar media de 12,6% con respecto al grupo control (no ventilado). Para
el grupo 3 (P10/PEEP5) la disminucion fue menor, el area se redujo un 8,4%
y el grupo 5 (P20/PEEP5) mostr6 una disminucién de 13,6%. Sin embargo,
el grupo 4 (P20/PEEP2Z) mostr6 una disminucion del tamafio alveolar
notablemente mayor con respecto al grupo control y al resto de los grupos,
se observo una reduccion del 60% del area. Se observa ademas diferencia
significativa entre los grupos 2 y 4, ventilados ambos con minimo nivel de
PEEP. El grupo 2 tratado a baja presion mostré un colapso alveolar 53,10 %
menor que el grupo 4 ventilado a alta presién. Los grupos 4 y 5 también
mostraron diferencias significativas, el aumento de la PEEP en los grupos
tratados a altas presiones permitié observar disminucién del colapso en
almenos un 52,5%.
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Figura 23. Analisis estadistico de la medida de colapso alveolar de los diferentes
grupos de trabajo en pulmon total.

La figura 24 muestra los resultados obtenidos para el analisis estadistico
entre grupos discriminado por lébulo. El andlisis mostré para el 16bulo
superior diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y
los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEPS), con un aumento del colapso de
42,5% y 8,8% respectivamente. Se observd ademdas en este lobulo
diferencias entre los grupos 2 (P10/PEEP2) y 4 (P20/PEEP2), donde el

60



colapso pasd de 8,72% a 42,5% al aumentar la presidn y entre los grupos 4 y
5. El grupo 5 disminuy6 37% el colapso alveolar comparado con el grupo 4.
En el 16bulo medio todos los grupos mostraron incremento significativo del
colapso en relacién al control. El grupo 2 aument6 15,9% el colapso, el 3
(P10/PEEPS) lo hizo en un 9,5% y el grupo 4 y 5 incrementaron su colapso
63% y 18,7% respectivamente con respecto al grupo control. El grupo 3
mostrd una disminucion significativa del colapso de 7,1 % y 10,2% cuando
se lo compar6 con los grupos 2 y 5 respectivamente. En el grupo 4 se
observé un aumento del colapso de 55,6% en relacion al grupo 2y de 53,9%
en comparacion con el grupo 5.

El analisis en el 16bulo inferior mostré diferencias entre el grupo control y
todos los grupos. Aumento el colapso 9,7% en el grupo 2, 10,3% en el grupo
3,54% en el 4 y en el grupo 5 hubo un aumento de 9,6%. Se observaron
diferencias entre los grupos 2 y 3 donde aument6 el colapso, aunque en
muy poca proporcién (0,6%) cuando se aument6 la PEEP a 5 en el grupo 3.
El grupo 4 aumento el colapso alveolar 49% en relacion al grupo 2y 49,1 %
en comparacion con el grupo 5.

A) B) 0)
80 80 —— 80 T
'—:—* 1 T T
‘é GO-% - kil g GO--?- L LU - ;a 60-% — *okk
— m —
[ Q [
2 404 > 40- 2 404
«© e ) ©
» - ~5
= «
> 20- 5 204 T - O 20 =
koK ok ok
0 T T ‘l‘* T T 0 1“‘1 T "“ T 0 l“‘l T T T
s AL s & gss ¢ & FE
CE& &L §F & & 8 CH& F LS
& & K & & & K& & &
SINIIN SSSS SSSS
LY QT QQ <

Figura 24. Analisis estadistico de la medida de colapso alveolar entre grupos
discriminado por lébulo. A) Lobulo superior, B) 16bulo medio, C) 16bulo inferior.

Finalmente, tal como realizamos para el engrosamiento de tabique se realizé
un andlisis intra grupo de los diferentes lébulos. Para esto también
desarrollamos una grafica en la que comparamos todos los datos contra el
control (Figura 25). El grupo 2 (P10/PEEP2) mostré diferencia significativa
entre el 16bulo superior y medio, el 16bulo medio presenta un colapso 9%
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mayor que el l6bulo superior. En el grupo 3 (P10/PEEP5) se observé
diferencias entre el 16bulo superior y medio, el colapso pasé de 1,8% (16bulo
superior) a 9,5% (l6bulo medio). En este grupo también se observaron
diferencias entre l6bulo superior e inferior, en el l6bulo inferior se observa
un colapso 10,3% mayor que el del 16bulo superior. El grupo 4 (P20/PEEP2)
mostro grandes diferencias entre el 16bulo superior y medio y 16bulo medio
e inferior, donde el 16bulo medio aumento el colapso 20,4% respecto al
superior y 9% con respecto al 16bulo inferior. El 16bulo superior e inferior
también mostro diferencias significativas, el inferior aument6 el colapso
11,4% con respecto al 16bulo superior. El grupo 5 (P20/PEEP5) presenta
diferencias entre el l16bulo superior y medio y el 16bulo medio e inferior. Al
igual que en el resto de los grupos, el 16bulo medio es el que presenta mayor
colapso, aumentando 12,8% y 10,9 % con respecto a los lobulos superior e
inferior respectivamente. El 16bulo que presenta mayores diferencias es el
l6bulo medio, aumentando el colapso considerablemente en todos los
grupos pero especialmente en el grupo 4.
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Figura 25. Analisis estadistico de colapso alveolar intra grupos para lébulo
superior, medio e inferior. Se puede observar en una franja el valor medio y los
limites de desvio estandar para el grupo control (no ventilado).
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5.3 Cuantificacién de fosfolipidos.

Una vez obtenido el lavado broncoalveolar, se procedié a realizar la
purificacidon del surfactante mediante sucesivas centrifugaciones con el fin
de eliminar contaminantes. Se realiz6 una extracciéon organica y una vez
obtenido el extracto organico de surfactante pulmonar para cada una de las
muestras se re-suspendieron en un volumen final de 500 pl de metanol.

5.3.1 Cuantificacion de fosforo

Se realiz6 la cuantificacién de fésforo a todas las muestras mediante la
construccion de una curva de calibracion con KH2POs (0,05 mg/ml), se
utilizé6 como estandar una muestra de DPPC (1mg/ml). En el grupo control
(no ventilado) la concentracion fue de 9 = 0,7 x 10 -2 al igual que en el grupo
5 (P20/PEEPS5). Para el grupo 2 (P10/PEEP2) se obtuvo una concentracion
de 8 +1x 10 -2y los grupos 3 (P10/PEEP5) y 4 (P20/PEEP2) mostraron las
mayores concentraciones, 12+ 0,7x 102y 11 + 0,8 x 10 -2 respectivamente.
La curva de calibracion se puede observar en la figura 26 y los resultados
obtenidos de la cuantificaciéon se muestran en la tabla 2.
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Figura 26. Curva de calibracion con KH2PO4 para cuantificacién de fosforo.
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Tabla 2. Cuantificacion de fosforo

Grupo Nombre [PO4] 2 DS
(mg/ml)
1 Ctr 9x1072 0,7x107

2 P10/PEEP2 8x 1072 1x1072

3 P10/PEEP5 12x10% 0,7x107

4 P20/PEEP2 11x102 0,8 x107

5 P20/PEEP5 9x107% 0,7x107°

5.3.2 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

La primera etapa consistié en la eleccién y puesta a punto del método
cromatografico. Se exploraron dos métodos cromatograficos de separacion
de especies fosfolipidicas descriptos por Safiq (Safig- 1991). Ambos métodos
con fase movil acetonitrilo: metanol: acido fosférico en dos proporciones
100:10:1.8 v/v y 100:40:04 v/v, con flujo de 1 ml/min y en condiciones
isocraticas.

Se corrieron los estandares de cada fosfolipido (fosfatidilserina PS,
fosfatidiletanolamina PE, Fosfatidilcolina PC y esfingomielina SM) y una
mezcla de estandares para determinar cual método de corrida era el mas
adecuado. Al realizar las corridas con el método de proporciones 100:10:1.8
v/v se observd que los tiempos de retencion de los lipidos eran muy
distintos a los reportados en la bibliografia (Safig-1991). Cuando se
sustituy6 el método por el de proporciones 100:40:0.4 v/v, se pudo ver que
los tiempos de retencion mejoraban notoriamente, el método nimero 2
permitia reproducir los datos reportados en la bibliografia.

Al mismo tiempo, cuando se analizaron muestras control (no ventilado) de
surfactante pulmonar se pudo observar que eluyeron en tiempos muy
similares a los tiempos de retencion de la mezcla de estandares, indicio de
que las muestras obtenidas de LBA eran buenas y que estabamos pudiendo
recuperar los fosfolipidos de interés.

El cromatograma de la mezcla de estandares, asi como el de la la muestra
control se pueden observar en la figura 27.
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Figura 27. Cromatogramas que ilustran la separacion de fosfolipidos utilizando el
método con fase movil acetonitrilo: metanol: acido fosférico en proporciones
100:40:04 v/v y en condiciones isocraticas. A) Separacion de fosfolipidos de una
mezcla de estandares comerciales. B) Separaciéon de fosfolipidos en una muestra de
LBA de grupo control (no ventilado).

e Cuantificacion de especies fosfolipidicas

Una vez identificado el método cromatografico a utilizar se procedi6 a
realizar la cuantificacion de fosfolipidos en las muestras de LBA, para eso, se
realizaron curvas de calibracion para cada fosfolipido mediante la
utilizacion de estandares comerciales por triplicado. Se graficé6 promedio de
area del pico en funcién de la concentracion de estandar (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de calibracion para cuantificacién de especies fosfolipidicas en
LBA. A) Curva de calibracion para los fosfolipidos Fosfatidilserina (PS) y
esfingomielina (SM). B) Curva de calibracién para los fosfolipidos Fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidiletanolamina (PE).

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de cada fosfolipido se pueden
observar en la tabla 3. Los valores se representan como valor medio *
Desvio estandar y las concentraciones estan expresadas en pg/pl.

Se realizo el analisis estadistico de los resultados para todos los grupos. Se
observé para la PC, diferencia significativa entre el grupo control (no
ventilado) y los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEP5). Su concentracién
pas6 de 0,9 = 0,02 pg/pl a 2,38 £ 0,22 pg/pl en el grupo 4, lo que supone un
aumento de 167%. En el grupo 5 se observé un aumento de 33,3% en la
concentraciéon de PC. Por otro lado se encontré diferencia significativa
cuando se compard los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEP5), ambos
ventilados a la misma presion pero con diferente PEEP, en donde se pudo
observar que el grupo 5 presenta una disminucién en la concentracién de
49,5% en relacion al grupo 4. Los grupos 2 y 3 y los grupos 2 y 4 tambien
mostraron diferencias. En el grupo 3 aumenté la concentraciéon de PC en
36,2% respecto al grupo 2 mientras que en el grupo 4 el aumento fue mucho
mayor, 197,5% pasando de una concentracion de 0,8 + 0,08 pg/ul a una de
2,38 £ 0,22 pg/ul.

Para la PE los grupos ventilados a altas presiones 4 y 5 mostraron
incrementos significativos en las concentraciones. La concentracién pasé de
0,02+0,01a0,13 + 0,02 en el grupo 4 aumentando 550% y a 0,06 + 0,01 en
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el grupo 5 observandose un incremento en la concentracién de 200%. Los
grupos 2 y 4 y los grupos 3 y 5 también mostraron diferencias, la
concentracién aumento en el grupo 4 y en el grupo 5 respecto de los grupos
2 y 3 respectivamente. Cuando se comparé a los grupos 4 y 5 se pudo
observar que el grupo 5 disminuy6 notoriamente su concentracién, se
observa una disminucion de 116% en relacion al grupo 4.

Para la PS también se observé el mismo comportamiento, hay un aumento
significativo de las concentraciones en los grupos ventilados a altas
presiones y el cambio en el nivel de PEEP de 2 a 5 permite una disminucién
de las mismas. La SM mostr6 en cambio, un aumento significativo en su
concentracion en el grupo 2 que no se habia observado en los demas FL y si
bien en los grupos ventilados a altas presiones hubo aumento de las
concentraciones, este no fue tan importante comparado con el aumento
observado en los demas FL. Se destaca un incremento en la concentracion de
SM de 100% para el grupo 4 en relaciéon al control contra aumentos
observados de 165% en la concentracion de PCy de 550% y 300% para PE y
PS respectivamente.

Los resultados estadisticos antes mencionados para cada fosfolipido se
pueden observar en la figura 29, ademas se ilustra en la figura 30 un grafico
de estrella en donde se puede observar a todos los fosfolipidos y las
diferencias entre grupos en forma mas global.

Tabla 3. Cuantificacion de fosfolipidos en muestras de LBA mediante HPLC.

Grupo PC PE PS SM
Ctr 0,90+0,02 0,02+0.01 0,01+0.10 0,01+0.10
P10/PEEP2 0,80+0,08 0,02+0.01 0,01+0.10 0,04 +0.01
P10/PEEP5 1,09+0,04 0,04 +0.01 0,01+0.01 0,01+0.01
¥¥ ¥¥
P20/PEEP2 2,38+0,22 0,13+0.02 0,04 +£0.01 0,02+0.01
a*x q9qq xx qqq 11 T
P20/PEEP5 1,20+0,13 0,06+0.01 0,03+0.01 0,01+0.01
Y Y B B Y Y S | Y Y aa

* N=5 para cada grupo.

* Losvalores se representan como media + Desvio estandar.

* Las concentraciones se expresan en pg/ul.

* ***p<0.001 Ctr vs P20/PEEP2 o Ctr vs P10/PEEP2 y **p<0.01 Ctr vsP20/PEEP5 o Ctr vs P10/PEEP2
* ¥¥p<0.01 P10/PEEP2 vsP10/PEEPS o ¥¥¥ p<0.001 P10/PEEP2 vsP10/PEEP5

* 9YYp<0.001 P10/PEEP2 vs P20/PEEP2

* mp<0.05 P10/PEEP5 vsP20/PEEP5S y mm p<0.01 P10/PEEP5 vs P20/PEEP5

* ##ep<0.001 P20/PEEP2 vs P20/PEEP5 o ##p<0.01 P20/PEEP2 vsP20/PEEPS
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PC (ug/pl)

PS (ng/ul) PE (ug/pl)

SM (pg/pl)
—P20/PEEP5
P20/PEEP2
P10/PEEP5
—P10/PEEP2
—Ctr

Figura 30. Grafico de estrella que ilustra la distribucion de cada fosfolipido
cuantificado en los distintos grupos de estudio, en funcién de la cantidad de
lipidos totales cuantificados. Cada eje representa un fosfolipido. Para la confeccion
del grafico se utilizaron los datos de la tabla 3.

e (Cuantificacion de colesterol

Dado que la cuantificaciéon de fosfolipidos en cada una de las muestras de
LBA dio como resultado concentraciones muy bajas, para cuantificar el nivel
de colesterol presente se realizé un “pool” de muestras para cada grupo de
trabajo, de modo que la medicion en HPLC siguiendo el protocolo descripto
en la seccion 4.5.2, se llev6 a cabo en una muestra por cada grupo. Se realizd
una curva de calibracion mediante la utilizacién de un estandar de colesterol
con concentraciones 0.25, 0.625, 1.25, 1.875, 2.5 mg/ml (Figura 31).

Se observé un aumento de la concentracion de colesterol en el grupo 4
(P20/PEEP2) con respecto al resto de los grupos. Los resultados se
muestran en la tabla 4 y en la figura 32.
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Figura 31. Curva de calibracion para cuantificacion de colesterol mediante HPLC.

Tabla 4. Cuantificacion de

Colesterol
Grupo Nombre Conc.
(mg/ml)
1 Ctr 0,71

2 P10/PEEP2 0,86

3 P10/PEEPS 0,83

4 P20/PEEP2 1,37

5 P20/PEEPS 0,93
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Figura 32. Representacion grafica de la cuantificacién de colesterol en cada grupo
de trabajo, en funcién de la concentracion total. Para la confeccién del grafico se
utilizaron los datos de la tabla 4.

5.4 Experimentos explorativos - Microscopia multi-foténica,
resuelta en el tiempo (FLIM) y espectral con microscopio
DIVER

Como método de andlisis novedoso del efecto de los diferentes tipos de
ventilacion mecanica sobre el tejido pulmonar se propuso utilizar las
medidas de fluorescencia endégena del tejido como herramienta de
valoracion del dafio pulmonar. Para eso se realizaron dos tipos de medidas
en cortes de tejidos pulmonares sin tinciéon:1) decaimiento de fluorescencia
del NADH, y 2) informaciéon espectral de la fuorescencia endogena
(autofluorescencia del NADH y FAD). Para el caso de FLIM, cada pixel en la
imagen corresponde a un decaimiento de fluorescencia y su color se asocia a
cambios en las fracciones de NADH libre o unido a enzimas (purpura a rojo,
respectivamente) (Figura 33 B). Los resultados del analisis de
autofluorescencia del NADH en los pulmones en estudio muestran que el
tejido pulmonar ventilado a presiones elevadas presenta un mayor nivel de
NADH libre (Correspondiente al color purpura) en relacién al control y al
grupo tratado a baja presion, en los que se puede observar un mayor nivel
de NADH unido (Figura 33 C).

El segundo tipo de analisis se realiz6 colectando informacion espectral del
tejido pulmonar (Figura 33 D, E y F). El FAD, forma oxidada del dinucleé6tido
de flavina y adenina es una molécula autofluorescente también utilizada
como marcador metabodlico. El FAD y el NADH pueden ser separados
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espectralmente, por lo que, a través de colectar informacién de intensidad
de fluorescencia con filtros de transmisién con funcién seno/coseno y
transformando los datos en dominio de la frecuencia podemos obtener el
grafico de fasor espectral donde se encuentra la informacién espectral de
nuestra muestra. La relacion entre FAD y NADH se utiliza como indice redox.
En nuestro caso, lo utilizamos como un “fingerprint” del dafio pulmonar.
Para los datos espectrales cada pixel de la imagen corresponde a un
espectro.

El andlisis de los pulmones en estudio mediante los datos espectrales
muestra que no hay grandes diferencias entre los distintos grupos (Figura
33 F). Sin embargo, vale la pena indicar que la distribucién espacial de la
informacion muestra diferencias que podrian servir para analisis mas
complejos con algoritmos de reconocimiento de patrones como los
utilizados en algunas herramientas de inteligencia artificial.

A) B) Q)
Intensidad Filtro FLIM NADH Phasor Pseudocolor

PVA20 | PVA10 @ NADH
Unido

1

PVA20 PVA10 @ 1000
PEEP 2 = PEEP 5

D) E)

Intensidad SP Filtro sen- cos

v *¥S Libre

e 4427 o With= 148 o,

1

PEEP 2 | PEEP 5

I 5

0o
. 5
5 -1

Figura 33: Resultados preliminares de medidas de autofluorescencia en tejido pulmonar
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1 -0.5 0o g 05 1

utilizando microscopia bifoténica con resolucién en el tiempo o espectral (microscopio
DIVER). A) Imagenes de intensidad de fluorescencia obtenida por microscopia resuelta en
el tiempo (FLIM) de los tejidos pulmonares en el grupo control, grupo 4 (P20/PEEP2) y
grupo 3 (P10/PEEPS5). B) Grafico de fasor para el analisis de los datos de tiempo de vida de
la fluorescencia del NADH. El tiempo de vida aumenta en sentido antihorario hacia la
posicién (0,0). EI NADH libre tiene un tiempo de vida ~ 0,4 ns, mientras que NADH unido




posee un tiempo de vida mas largo (~ 3,4 ns). La linea que une ambos puntos representa
la combinacién lineal de diferentes fracciones del NADH libre o unido. La escala de color
representa las diferentes fracciones del NADH libre y unido (del purpura al rojo,
respectivamente). F) Imagen de pseudocolor generada a partir de la escala de color
elegida en el grafico de fasor (B) del tejido pulmonar en los grupos control, 3 y 4.

D) Imagenes de intensidad de fluorescencia promedio para el andlisis espectral por filtros
de seno/coseno de los tejidos pulmonares en el grupo control, grupo 4 (P20/PEEP2) y
grupo 3 (P10/PEEP5). E) Grafico de fasor espectral a partir del uso de filtros seno-
coseno-intensidad total de la autofluorescencia proveniente del FAD y NADH. Los
corrimientos espectrales se visualizan como un cambio en la fase (aumento desde la
posicion (1,0) = espectro mas rojo) en sentido antihorario y el ensanchamiento de los
espectros como un cambio en la modulacién (distancia al centro del fasor, mayor
modulacién = espectro mas angosto). F) Imagen de pseudocolor generada a partir de la
escala de color elegida en el grafico de fasor (E), grupo control, 3 y 4. La escala indica la
fraccidn de fluorescencia proveniente del FAD y NADH, rojo o purpura respectivamente.
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6. DISCUSION

La ventilacidon mecanica ha sido el motor generador de dafio pulmonar
elegido para este modelo experimental. Al mismo tiempo, todos los avances
que se obtienen a partir de nuestra aproximacién tienen como objetivo
aportar elementos para comprender el rol del surfactante pulmonar y, en
ultimo término mejorar la calidad de la asistencia ventilatoria que se ofrece
a los pacientes.

Por este motivo es que intentaremos responder algunas preguntas clave
para comprender en qué contexto obtenemos los datos experimentales y su
potencial traslacion futura a la practica clinica.

;Como genera dafio este modelo de VILI?

Una de las principales virtudes de utilizar la ventilacion mecanica como
mecanismo generador de dafio pulmonar es que replica condiciones muy
similares a las que se utilizan en clinica, lo que lo convierte en un modelo
valioso. Sin embargo, la deformacidn mecanica de un sistema complejo como
es el respiratorio genera multiples estimulos a estructuras, vias y
mecanismos que muchas veces escapan al control del investigador y por lo
tanto limitan la identificacion univoca de una respuesta a la hipétesis
planteada.

Por ese motivo hemos definido una estrategia de experimentacién con
algunas caracteristicas: desarrollo de un disefio experimental simplificado
(4 grupos de estudio con patrones de ventilacion precisos), seleccion de un
vector de lesion claro (cambio ciclico de presion en via aérea representado
por la driving pressure y la PEEP) y determinar un contexto de mecanica
pulmonar que permita analizar un objetivo principal (analisis estructural y
funcional del surfactante pulmonar como pieza clave del dafio pulmonar
generado).

Independientemente de estas consideraciones previas existen determinadas
condiciones inherentes al modelo de pulmén aislado que deben ser
claramente establecidas para comprender alguno de los resultados
obtenidos.

En primer lugar, al tratarse de un modelo de ventilacién en pulmoén aislado
todo el sistema tiende al colapso debido al retroceso elastico pulmonar sin el
contrapeso de la caja toracica. Esto implica que el nivel de apertura alveolar
conseguido dependera basicamente de la actividad del surfactante pulmonar
y del nivel de PEEP aplicado.

En segundo lugar, el modelo de ventilaciéon se desarrolla con los pulmones
“colgados” y no suspendidos en liquido, por lo que el gradiente gravitacional
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se dirige de vértice a base (y no antero posterior). Esto diferencia a este
modelo del utilizado por nuestro grupo de trabajo en el afio 2011 (Briva-
2011A) donde la ventilacion mecanica se desarrollé con el térax cerrado y
los animales en decuibito supino. En esa ocasiébn se observo
independientemente del protocolo de ventilaciéon aplicado la tendencia al
colapso en los sectores dorsales (area dependiente con mayor efecto
gravitacional y la correcciéon con la aplicacion de PEEP) (Figura 34 en
Anexo).

En este modelo se trabaja con pulmones exanguinados por lo que no hay un
componente vascular dentro del efecto gravitacional y se reduce la
participacion de activacién inflamatoria sistémica y endovascular
notoriamente. Partimos de pulmones todos iguales y los sometemos a
diferentes condiciones de estrés mecanico que formalmente se mantienen
en el tiempo (presion en via aérea, frecuencia respiratoria, etc), pero que
progresivamente deterioran el surfactante, por lo que la mecanica pulmonar
va necesariamente variando a lo largo de los 30 minutos. Esto agrega un
componenete “temporal” (el tiempo minimo de ventilacién mecanica lesiva
para generar cambios en la mecanica) y la aparicion del deterioro “regional”
gracias al componente gravitacional (permanente) sumado a la disfuncién
del surfactante (progresivo). El gradiente de distribucion vertical que se
genera se superpone al estiramiento mecanico inducido por el ventilador. De
ahi la importancia de comparar las tres regiones (superior, media e inferior)
dentro de cada grupo y como se modifica (o no) cada region desde el inicio
hasta el final de los 30 minutos de VM. Este concepto de deterioro regional
ha sido previamente estudiado como respuesta a determinadas
combinaciones de volumen corriente y PEEP (Albaiceta-2011) (Figura 35
anexo) pero poco se sabia hasta el momento acerca de este concepto en VM
guiadas por presion.

El andlisis del tejido pulmonar luego de la VM muestra que efectivamente
hay diferencias entre las tres regiones. Ademas estas diferencias se acentiian
en los grupos donde los pulmones fueron ventilados a altas presiones de
trabajo. Cada sector tiene una dinamica diferente, el l16bulo superior esta
mas abierto y tiene una respuesta lineal; el sector medio es de transicion y
se observa un punto de apertura alveolar claro y el inferior sufre
mayoritariamente el efecto de la gravedad y su respuesta de apertura es mas
erratica. Se puede observar que los grupos ventilados a altas presiones de
trabajo (grupos 4 y 5, Con VM a presion de 20 mmH20) muestran claras
evidencias de edema pulmonar y colapso alveolar en relacion al resto de los
grupos, ademas el dafio estd mayoritariamente localizado en el lébulo
inferior lo que confirma el gran efecto gravitacional que presenta el modelo.
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El efecto de la driving pressure como principal responsable de lesion
confirmaria lo expuesto por autores como Das (Das-2019). Del andlisis
aportado por Das a través de su modelizacion, se observa como mantener
PEEP constante con VT creciente conduce a aumento del estiramiento del
tejido, reclutamiento por volumen y potencia mecanica. Todas estas
variables se han asociado con aumento de la morbimortalidad de pacientes y
de manera esquematica reflejan lo que se genera en nuestro modelo con los
grupos 4 y 5. Sin embargo si observamos mas detenidamente el
comportamiento de estos dos ultimos grupos “de lesién” en su capacidad de
homogeneizar la distribucion del gas alveolar podriamos concluir que el
agregado de PEEP, incluso con un driving pressure elevado es altamente
protector. Por otro lado, los resultados obtenidos de las medidas de grosor
de tabique, indicador de edema pulmonar, muestran un comportameinto
similar, se confirma el efecto protector de la PEEP en VM tanto a bajas como
altas presiones.

Este efecto protector de la PEEP en cuanto al tejido no es tan evidente
cuando observamos las alteraciones del perfil y composicién del surfactante.
El andlisis por HPLC permiti6 la separaciéon y cuantificacion de todos los
fosfolipidos del surfactante. La cuantificacion muestra que todos los
fosfolipidos aumentaron considerablemente sus concentraciones en el
grupo 4 ventilado a altas presiones y minimo nivel de PEEP. Sobre todo si
tenemos en cuenta a la fosfatidilcolina, fosfolipido mas abundante del
surfactante y principal responsable de su funcién tensoactiva, el cual
aumentd su concentracion mas del doble en relacion al grupo control y a los
grupos ventilados a bajas presiones. Los fosfolipidos minoritarios PE, PS y
SM que poseen caracteristicas estructurales muy importantes para el
correcto funcionamiento del SP también muestran aumentos en sus
concentraciones. La SM particularmente muestra concentraciones variables
entre los grupos, estas variaciones pueden asociarse a caracteristicas
fisiologicas de los animales en estudio, peso, frecuencia cardiaca,
temperatura corporal. El analisis también permitié identificar diferencias en
las concentraciones de colesterol entre los distintos patrones ventilatorios.
Al igual que los fosfolipidos se observo aumento del colesterol en los grupos
lesivos, lo que confirmaria que hay una fuerte correlacion entre los
fosfolipidos y el colesterol y que la VM con distintos patrones altera en gran
medida la composicion del surfactante. Estos resultados se correlacionan
con estudios previos.

En el afio 1995 Orgeig y colaboradores habian demostrado por primera vez
que que la composicion del surfactante alveolar en mamiferos puede
cambiar rapidamente en respuesta a un estimulo fisiolégico y que la
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naturaleza de ese cambio en la composicion depende del patréon de
respiracion. En ese caso un aumento de la frecuencia respiratoria aumenté
notablemente las concentraciones de colesterol y fosfolipidos en el espacio
alveolar (Orgeig-1995). Datos anteriores ya informaban acerca del aumento
en la secrecion de surfactante como respuesta a voldmenes corrientes altos
en pulmones aislados de rata (Nicholas-1982). Nuestros resultados ponen
envidencia que ademas patrones de VM con altas presiones producen
alteraciones de la composicién del surfactante.

El aporte de PEEP si bien muestra un efecto positivo en los valores, no logra
corregirlos completamente. Cuando se aument6 la PEEP en el grupo 5, el
patron ventilatorio fue mas cercano al de lesion maxima que al protector.
Esta aparente discordancia se puede comprender ya desde trabajos
pioneros (Nieman-2017) donde se establece que la utilizacion de un nivel
adecuado de PEEP no aleja de la posibilidad de dafio pulmonar. En ese caso
la utilizacién de PEEP no evita la posibilidad de dafio pulmonar si esta se
asocia a un Volumen corriente elevado que promueve la ventilacion por
encima del Punto de Inflexion Superior de la relacion P-V.

(EL patron ventilatorio protege/lesiona al tejido pulmonar o al surfactante?
Todos los investigadores coinciden en que la apertura y colpaso alveolar
ciclicos conducen invariablemente a diferentes grados de lesion pulmonar.
Al mismo tiempo esta bastante bien establecido que la magnitud de ese dafio
ademdas esta relacionado con la intensidad del estimulo (en valores
absolutos o a lo largo del tiempo).

Profundizando el analisis, nuestros resultados estan alineados con el trabajo
de autores como Retamal (Retamal.-2014) que en un modelo experimental
de heterogeneidad pulmonar en rata ha propuesto que las zonas de
transicion micromecanica generan “concentradores de estrés”. Estos
gradientes a través de las paredes alveolares promueven la aparicion de
atelectasias no lobares que amplifican a nivel tisular el efecto estresor y
conducen a la alteracion ostensible de la mecanica pulmonar. El concepto
general de concentradores de stress es altamente compatible con la
repercusion alveolar, la generacion de microgradientes y la alteracion
progresiva del surfactante pulmonar como origen de la transicion entre el
stress mecanico provocado por la ventilacion mecanica y el biotrauma
propuesto hace ya varios afos (Serpa-2012, Cressoni-2014, Retamal-2014,
Wellman-2014).

Por otro lado nos planteamos identificar con herramientas de fluorescencia
y microscopia esas zonas de transicion generadas por concentradores de
estrés. La autofluorescencia o fluorescencia endégena se ha utilizado
durante mucho tiempo como marcador molecular para estudiar cambios
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metabolicos en células y tejidos (Stringari-2012, Datta-2016, Ranjit-2017).
El NADH y FAD son las moléculas autofluorescentes mas importantes en la
célula y se convirtieron en herramientas muy utiles como huellas
metabolicas en fisiologia y patologia. Se ha demostrado que los cambios en
el metabolismo celular se correlacionan con la relacion NAD+/NADH en la
célula, conocida como indice metabodlico (Winkler-2015, Kohler-2018). Los
cambios en el metabolismo provocan variaciones en la relacién de NAD+/
NADH y que se correlacionan con la proporcién de NADH libre o unido
(Stringari-2011, Wright-2012). Cuando el NADH libre es alto, esto es
indicativo de un metabolismo mas glucolitico (efecto Warbung). Por el
contrario, si el NADH unido a enzimas aumenta, esto es indicativo de un
incremento en la fosforilacion oxidativa (Digman-2008, Ma-2016). Las
mediciones basadas en intensidad de fluorescencia son un sistema complejo
y dependen de los rendimientos cuanticos de las especies contribuyentes en
el sistema. Sin embargo las medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo
son independientes de la concentracion, por lo que, la microscopia de
fluorescencia resuelta en el tiempo (FLIM) se ha convertido en una de las
técnicas no invasivas mas utilizadas para estudiar el metabolismo celular
(Stringari-2012, Datta-2016, Ma-2016, Ranjit-2019). Debido a la resolucién
espacial y temporal Unica que posee permite estudiar el metabolismo celular
en gran detalle y correlacionar los cambios del metabolismo en diferentes
partes de la célula con resolucion de pixeles (Ranjit-2019). Para el analisis
de los datos de FLIM se utilizan graficos de fasores lo cual tiene varias
ventajas sobre las medidas utilizando ajustes de decaimientos.

Las primeras mediciones de tiempo de vida por autofluorescencia del NADH
en los tejidos pulmonares en estudio permitieron identificar diferencias en
los tiempos de vida del NADH entre el grupo control y el grupo ventilado a
altas presiones y baja PEEP. Hay mayor proporcion de NADH libre mientras
que el grupo control muestra un mayor nivel de NADH unido. El grupo 3
(P10/PEEPS) mostroé resultados intermedios, indicando algun tipo de dafio
pero disminuyendo la severidad con respecto al grupo con mas presion y
menor PEEP. Esto concuerda y robustece los datos anteriomente discutidos,
dado que ademas de identificar cambios estructurales, también existen
bases bioquimicas y funcionales no visibles con microscopia convencional.
Vale destacar que el valor metabolico en muestras fijadas es discutible, dado
que el proceso de fijacion puede afectar la relacion NADH libre o unido
(Braber-2010). Sin embargo, en nuestro caso hemos podido identificar un
fingerprint caracteristico para el grupo de lesién mas importante. Los
resultados espectrales no fueron tan significativos como los obtenidos por
FLIM. Esto puede deberse a varias circustancias como discutiamos
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anteriormente. Pese a eso, es interesante puntualizar los cambios en la
organizaciéon de los clusters de NADH libre en los diferentes tratamientos.
Pensamos que un analisis mas detallado de la distribucién espacial de los
cambios espectrales en combinancidn con algoritmos de inteligencia artifical
podrian ayudarnos a revelar patrones que no son sencillos de identificar
simplemente con los datos absolutos. Un punto importante a destacar y
discutir a cerca del valor de esta tecnologia es su valor cuantitativo y la
posibilidad de estudiar aspectos funcionales sin renunciar a estudios de
cambios patognomonicos de estructura como el engrosamiento de tabique o
colapso alveolar. Es interesante hacer notar una vez mas el caracter de
microscopia sin marca, lo cual en nuestra opinién es otro punto a destacar.
Aunque estos resultados no son concluyentes constituyen una primera
aproximacién a las medidas de tiempos de vida que el grupo seguira
desarrollando. Estos resultados son los primeros indicios de que podrian
producirse cambios a nivel metabdlico como consecuencia de diferentes
patrones ventilatorios.

Tanto las medidas de tiempo de vida como la correlacién de las variaciones
en las concentraciones de los componentes del surfactante con posibles
efectos funcionales a través de las medidas de tensoactividad constituyen
nuestros proximos desafios con el fin de optimizar estrategias ventilatorias
que protejan al tejido pulmonar en etapas tempranas impidiendo el
deterioro funcional y estructural del surfactante.
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7. CONCLUSIONES

Hemos podido desarrollar un modelo de injuria pulmonar aguda utilizando
pulmones aislados bajo protocolos de VILI. Abordamos las repercusiones de
los diferentes patrones ventilatorios sobre la estructura del tejido pulmonar,
asi como sobre la composicién del surfactante pulmonar y la bioquimica. Los
analisis histolégicos mostraron engrosamiento de los tabiques vy
disminucion del area alveolar durante la ventilacién a altas presiones. El
engrosamiento de los tabiques y la disminucion del area alveolar pueden
estar relacionados a la aparicion de edema pulmonar y al aumento del
colapso alveolar respectivamente, por lo que, constituyen medidas
indirectas de dafio pulmonar. La utilizacién de niveles de PEEP mas elevados
disminuyé notoriamente el dafio, lo que pone de manifiesto el efecto
protector de la PEEP. Por otro lado, el analisis del tejido pulmonar
discrimidado por l6bulo permiti6 identificar un incremento del dafio en los
l6bulos medio e inferior.

El analisis mediante HPLC permiti6 la separacién y cuantificacion de todos
los fosfolipidos del surfactante. El perfil de fosfolipidos se modific6 en los
pulmones bajo los protocolos VILI, el efecto de la presiéon y la PEEP fue
diferencial. Se observé aumento en las concentraciones de fosfolipidos en
los grupos tratados a altas presiones y baja PEEP. Al igual que los
fosfolipidos se observé aumento del colesterol en los grupos lesivos, lo que
confirmaria que existe correlacion entre los fosfolipidos y el colesterol y
que los protocolos VILI generan alteraciones en la composicion del
surfactante pulmonar.

Por ultimo, se valoré el dafio pulmonar mediante la utilizacion de
fluorescencia endogena del NADH y FAD. Esta nueva herramienta nos brindé
la oportunidad de investigar los efectos metabdlicos en los pulmones bajo
diferentes protocolos de Ventilacion Mecanica. En wuna primera
aproximacion, se observé diferencia en los tiempos de vida del NADH. Los
resultados mostraron un incremento de NADH libre en los grupos tratados a
altas presiones lo que se traduce en un metabolismo mucho mas glucélitico
en el tejido con protocolo VILI.

Como desafios y perspectivas a futuro creemos que seria importante
continuar con la caracterizacion y el estudio metabdlico de los tejidos
pulmonares mediante esta nueva tecnologia que permite identificar
aspectos bioquimicos y funcionales que escapan en microscopia
convencional. Nos planteamos ademas correlacionar los hallazgos
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histologicos y bioquimicos con el analisis funcional del surfactante pulmonar
mediante mediciones de tensoactividad en balanza de Langmuir-Blodgett.
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8. ANEXO
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Figura 34: Representacion grafica de la distribucion de la relacién gas/tejido en cortes
histolégicos de pulmones de rata ventiladas. La ventilacién mecanica se desarroll6 con el
torax cerrado y los animales en decubito supino.

Independientemente del protocolo de ventilaciéon aplicado se observa la tendencia al
colapso en los sectores dorsales (drea dependiente con mayor efecto gravitacional y la
correccion con la aplicacion de PEEP). CT= Control, HVT= high tidal volumen = PEEP+HC
= PEEP con hipercapnia. D = dorso, M = medio, = S = Esternal. (Imagen tomada de Briva-
2011A).
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Figura 35: Influencia del patrén ventilatorio en la estabilidad alveolar. Se puede
observar que la combinacién de alto volumen corriente con bajo nivel de PEEP
genera el mayor dafio pulmonar, la inestabilidad alveolar aumenta a mayor
volumen corriente pero disminuye con el aporte de PPEP. Se puede observar
ademas que una serie de combinaciones de esas dos variables generarian un
“gradiente” de lesion o dafio. (Imagen extraida de Albaiceta-2011).
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Figura 36: Curva de presion / volumen (P / V) de un paciente con SDRA que
muestra los puntos de inflexion superior e inferior (P rLex). En este paciente la
ventilacion con un volumen corriente alto (Vt = 10 ml / kg mas PEEP ideal = 15
cmH20) causaria una distension excesiva ya que la ventilacion esta muy por
encima del P rLex superior. La ventilacién con bajo Vt y PEEP ideal estaba por
debajo del PrLEX superior. La utilizacién de un nivel adecuado de PEEP no aleja de
la posibilidad de dafio pulmonar si esta se asocia a un Vt elevado que promueve la
ventilacion por encima del Punto de Inflexiéon Superior de la relacién P-V. (Imagen
tomada de Das-2019).
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