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1. RESUMEN 
 
El epitelio alveolar es un sector fundamental del sistema respiratorio; es 

responsable de la reabsorción activa del edema pulmonar, permite la 

síntesis y secreción de surfactante y participa en los procesos de inflamación 

y reparación pulmonar.  

Su importancia se pone específicamente de manifiesto en la utilización de 

Asistencia Ventilatoria Mecánica (AVM). La AVM define la necesidad de 

ingreso de pacientes al área de cuidados críticos formando parte de la 

terapéutica, sin embargo, puede contribuir a generar una nueva injuria 

pulmonar (Injuria Pulmonar Inducida por Ventilación Mecánica; 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 mecánico se transmite al tejido 

pulmonar y al espacio alveolar afectando la composición y función del 

surfactante pulmonar y ésta disfunción significativa se correlaciona con la 

severidad de la lesión pulmonar. Por este motivo la estrategia terapéutica 

actual apunta a modificar el patrón ventilatorio para evitar la injuria celular 

mecánica. 

En el presente trabajo estudiamos el Comportamiento dinámico del 

surfactante pulmonar en pulmones aislados de rata que desarrollan lesión 

pulmonar aguda (LPA) por VILI, evaluando las modificaciones que sufre en 

su composición, estructura y la repercusión 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 

parámetros del ventilador (desde protección hasta ventilación mecánica 

nociva). El uso de pulmón aislado nos permite controlar el intercambio de 

gases durante todo el periodo de ventilación así como también recolectar la 

muestra de surfactante pulmonar y el tejido pulmonar para el análisis 

histológico después del protocolo. Para evaluar el efecto de la VILI, se realizó  

análisis de histología pulmonar. Los cambios en la composición del 

surfactante pulmonar fueron evaluados usando HPLC. 

El análisis histológico mostró 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 aparición de edema 

pulmonar. El perfil de fosfolípidos se deterioró en el surfactante pulmonar 

bajo VILI, se alteró la composición de sus componentes, principalmente 

relacionado con la fosfatidilcolina. 
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Pudimos producir un modelo aislado de LPA por VILI donde se investigó el 

efecto de la ventilación mecánica en el agente tensioactivo pulmonar en la 

interfase alveolar.  
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2. INTRODUCCIÓN   
 

2.1 Fisiología respiratoria en el pulmón  

 

La respiración es el proceso fisiológico por el cual se produce el intercambio 

gaseoso en el epitelio alveolar entre O2 proveniente de la atmósfera y CO2 

producto del metabolismo celular. El órgano encargado de facilitar este 

intercambio gaseoso y asegurar el aporte de O2 necesario para la 

respiración es el pulmón. El aparato respiratorio de los mamíferos se 

caracteriza por tener dos pulmones divididos en lóbulos, conectados a un 

sistema de transporte desde y hacia la atmósfera (vía aérea), se alojan en la 

cavidad torácica rodeados por una doble membrana denominada pleura que 

evita que estos estén en contacto directo con las paredes de la caja torácica. 

En la parte inferior se encuentran limitados por el diafragma, músculo que 

con su distensión y contracción impulsa la entrada y salida de gases. El aire 

ingresa al organismo a través de las vías aéreas superiores, que incluyen las 

fosas nasales, faringe y laringe; y continúa su recorrido por la tráquea que se 

bifurca a nivel pulmonar para formar dos bronquios que alimentan a cada 

uno de los pulmones. Éstos se ramifican múltiples veces generando los 

bronquiolos que finalizan en estructuras de tamaño micrométrico 

denominadas alvéolos, los cuales están 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 distribución bronquial y estructura alveolar. A) 

Estructura ramificada del árbol bronquial en el pulmón de los mamíferos. B) 

Alvéolos agrupados en sacos alveolares. C) y D) Micrografías electrónicas 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 oxígeno tiene que atravesar 

la barrera alvéolo-capilar, de un grosor medio en humanos de alrededor de 

0.6 μm (Maina, West-2005), distancia mínima que permite la difusión 

eficiente de gases entre el alvéolo y el capilar. Esta barrera esta formada 

secuencialmente por epitelio alveolar, una fina capa de líquido intersticial y 

endotelio alveolar.  

El epitelio alveolar que ocupa el 31% del volumen de la barrera alveolar, 

está compuesto por dos tipos celulares. Un 90% está constituido por 

neumocitos tipo I, células escamosas, planas y delgadas que  facilitan la 

difusión de gases y además expresan canales iónicos y acuaporina 5 por lo 

que se cree que podrían estar implicados en el mantenimiento del fluido 

alveolar (Johnson-2007, Herzog-2008) y  un 10 % por neumocitos tipo II, 

células cúbicas con microvellosidades apicales encargadas de la distensión y 

recuperación del tamaño de los alvéolos mediante la síntesis de un material 

con alta actividad de superficie que se localiza en el espacio alveolar 
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denominado, surfactante pulmonar (SP). Además los neumocitos tipo II 

están implicados en la síntesis 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 daño en el pulmón (Herzog-

2008). 

Existen además en el epitelio alveolar macrófagos, que tienen un rol 

fundamental en la defensa inmunológica. 
 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la barrera alvéolo-capilar.  Se puede 

observer la difusión del O2 desde el espacio aéreo  hasta los capilares.   

 

 
2.2 Surfactante pulmonar  

 

El surfactante pulmonar (SP) es una mezcla compleja de lípidos y proteínas 

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 ácido (menor a 6.10) y apolipoproteínas que regulan la 

función 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 función principal del SP consiste en 

facilitar la mecánica respiratoria, minimizando la energía que el tejido 

pulmonar debe aportar para mantener abierta y expuesta la superficie de 

intercambio gaseoso durante los sucesivos ciclos de inspiración-espiración, 

evitando así el colapso alveolar (Zuo-2008). Pero además el SP brinda 
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respuesta inmunológica innata dado que muchos de sus componentes 

moleculares constituyen la primera barrera a la entrada de 

microorganismos patógenos al sistema respiratorio (Pérez Gil-2010). Una 

deficiencia en la cantidad o en la composición del surfactante pulmonar es 

causa de atelectasia, daño 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 

Síndrome de Distress Respiratorio (SDR) o Síndrome de Distress 

Respiratorio Agudo (SDRA) se caracterizan por la presencia de edema 

pulmonar, colapso alveolar e hipoxia (Seeger-1993), síntomas que están 

asociados a la falta, deficiencia o inactivación del surfactante pulmonar 

(Matthay-2011). 

 
2.2.1 Composición del surfactante pulmonar  

 
Si bien la composición del Surfactante pulmonar de cada especie animal es 

única, en todos los organismos la mayor proporción está constituida por 

lípidos. Los lípidos ocupan el 90% en peso del material tensoactivo, 

mayoritariamente corresponde a fosfolípidos (FL), el resto son lípidos 

neutros, entre los que se destaca una proporción notable de colesterol, el 8-

10% restante en peso está constituido por proteínas, de las cuales 5-6% son 

proteínas específicas asociadas al surfactante pulmonar (Figura 3).  

En mamíferos la fracción lipídica está compuesta fundamentalmente por 

fosfatidilcolina (PC) (80% de los fosfolípidos 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 ácidos grasos saturadas que 

resultan esenciales para la disminución de la tensión superficial por el SP, 

estas cadenas le permiten al fosfolípido empaquetarse estrechamente en las 

película interfacial reduciendo al máximo la exposición de las moléculas de 

agua al aire, y por lo tanto reduciendo al mínimo la tensión superficial de la 

interfase aire-líquido, evitando el colapso alveolar durante la espiración 

(Jimenez-2009). El surfactante contiene otras PC insaturadas (25%), 

fosfolípidos aniónicos, principalmente fosfatidilglicerol (PG), segundo 

fosfolípido más abundante cuya función es favorecer la homeostasis y 

estabilidad alveolar, colaborando en la adsorción del SP y su expansión 

sobre la hipofase y fosfatidilinositol (PI), ambos son fosfolípidos aniónicos 

con una cabeza polar conteniendo carga negativa a pH fisiológico y 
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representan el 10% y 2% respectivamente de los fosfolípidos del agente 

tensoactivo. Además posee otros fosfolípidos como fosfatidiletanolamina 

(PE), fosfatidilserina (PS) y esfingomielina (SM), así como lípidos neutros, de 

los que el más abundante es el colesterol (8-10%). El colesterol es  

fundamental para la dinámica de las membranas del surfactante, y permite 

la segregación de las fases liquido ordenada (Lo) y liquido desordenada (Ld) 

(De la Serna- 2013). Por último es posible encontrar cantidades pequeñas de 

mono, di, tri acil glicerol y algunos ácidos grasos libres como palmitato 

(Agassandian-2013). 

 

 
 

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

 
Dependiendo de la cantidad/actividad de agua los fosfolípidos 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 fosfolípidos son 

moléculas anfipáticas, poseen un grupo de cabeza polar o hidrofílica y una 

cola apolar o hidrofóbica, en estas monocapas se orientan con las cabezas 

polares hacia la fase líquida y las colas hidrofóbicas apuntando hacia el aire. 

La organización supramolecular de los fosfolípidos del surfactante depende 

no solo de la composición sino de la temperatura, los niveles de 

saturación/insaturación de la fosfatidilcolina y otros fosfolípidos menores, 

así como la presencia de colesterol y en el caso de la interfase alveolar, el 

estado de compresión. Los cambios se asocian a parámetros 

termodinámicos que permiten modificar las propiedades físicas de los 

lípidos y sus grados de libertad (rotacional, difusional, etc) (Bagatolli-2014) 
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(Figura 4). Según los grados de libertad, los elementos necesarios para 

definir adecuadamente una fase en membrana,  podemos definir una fase gel 

(sólida, Lβ), líquida cristalina (fluida, Lα o líquido desordenada, Ld) o una 

fase líquido ordenada (Lo) cuando a una membrana por encima de su punto 

de fusión posee niveles suficientes de colesterol (Bagatolli-2014). Los lípidos 

son moléculas sociales, lo que significa que expuestos a cambios 

termodinámicos como compresión, temperatura, fuerza iónica, etc; pueden 

sufrir transiciones de fase (Figura 4). Esta temperatura o nivel de 

compresión para llevar adelante la transición es particular para cada 

fosfolípido y define su respuesta a los parámetros físicos que se están 

cambiando (Bagatolli-2014). El ordenamiento máximo de los fosfolípidos 

ocurre a temperaturas por debajo de su temperatura de transición (Tm, 

melting temperatura) y en ausencia de colesterol, en esta situación, las  

bicapas de fosfolípidos se encuentran en fase gel (Lβ), donde las moléculas 

de lípidos presentan muy poca movilidad lateral con restricción rotacional y 

difusional. En el SP dada la presencia de colesterol las membranas se 

encuentran en el estado líquido-ordenado (Lo), en la cual los fosfolípidos 

poseen restricción 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 líquido-cristalina (Lα) o también conocida como líquido 

desordenada (Ld). En esta fase  las moléculas de lípido están 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 difusión lipídica en membranas biológicas. B) Estados 

físicos. Transiciones de fase en función de cambios en la temperatura. (Imágenes 

modificadas de Eeman  Eeman-2010). 

 
Tal como se mencionó anteriormente, el empaquetado de los FL en una 

interfaz no solo está definido por temperatura. Es posible identificar la 

transición de fases por el grado de compresión que tienen los lípidos que 

componen la monocapa, situación que se da por ejemplo durante el ciclo 

respiratorio, en el que existe expansión-compresión. En este caso, las 

transiciones de fase están asociadas a la reducción del radio alveolar, lo cual 

se traduce en cambios en el área disponible para cada FL. Cuando la 

compresión es baja los lípidos tienen poca densidad de compactación por lo 

que poseen libertad de movimiento y se encuentran en fase líquido 

expandida (Le), en esta fase la movilidad y el orden de los fosfolípidos es 

análoga a la fase de bicapa Lα. Posteriormente, con el aumento en la 

compresión se alcanza un estado mucho más compacto que restringe la 

capacidad de difusión entre las moléculas del FL que la componen, lo que se 

conoce como fase líquido-condensada (Lc), en esta fase las moléculas están 

altamente ordenadas y presentan similitud con la fase de bicapa Lβ (Eeman-

2010). 

Otro factor determinante de la organización de fosfolípidos 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 lípidos 
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que lo conforman. Un alto contenido de colesterol en las bicapas/monocapas 

de fosfolípidos tiende a disminuir la compactación y generar una mayor 

libertad de movimiento de los lípidos en las fases ordenas (Lc en monocapas 

y Lβ en bicapas) por lo que la presencia de colesterol define una fase 

particular denominada líquido ordenada (Lo). Esta fase tiene características 

de viscosidad e hidratación particulares y que se asocian con la capacidad 

del colesterol de interaccionar con las cadenas hidrocarbonadas de los 

fosfolípidos (Pérez Gil-2008). 

 

 
 
Figura 5. Arreglos supramoleculares de las membranas del SP propuestos y su 

interacción con las proteínas específicas del surfactante. CRD: Dominio de 

reconocimiento de carbohidratos. (Extraído de Pérez Gil-2008) . 

 

La fracción proteica del SP está constituida por cuatro proteínas específicas 

conocidas como SP-A, SP-B, SP-C y SP-D. Estas cuatro proteínas se agrupan 

en dos familias en función de su estructura y propiedades, SP-A y SP-D 

(hidrofílicas) y SP-B y SP-C (hidrofóbicas). La SP-A es la proteína más 

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 proporción, alrededor del 0,5%, no aparece 

asociada a complejos lipoproteicos del surfactante por lo que es considerada 

la proteína de menor relevancia. La ausencia de cualquiera de estas 
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proteínas del surfactante produce alteraciones respiratorias de mayor o 

menor gravedad, pero sólo 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 básicas en el pulmón: 

reducir la tensión superficial en la interfase aire-líquido, mantener la 

homeostasis del líquido alveolar y brindar defensa al organismo frente a la 

entrada de patógenos a partir de una respuesta inmune innata (Meyer-

Zimmerman-2002). La reducción de la tensión superficial es considerada la 

principal función del surfactante, esencial para evitar el colapso alveolar y 

reducir el trabajo pulmonar, por tanto, será desarrollada en mayor 

profundidad.  

 
1. Reducción de la tensión superficial en la interfase aire/líquido 

 
Las moléculas en un líquido 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 

líquido-gas presentan ausencia de interacciones con la fase gas, esto genera 

que sean atraídas hacia el interior por el resto de las moléculas, dando como 

resultado un componente neto cohesivo hacia la masa de líquido (Figura 6-

A) (Notter-2000). Este efecto hace que la superficie minimice su área dado 

que abrir una nueva interfase supone trasladar nuevas moléculas en 

equilibrio del líquido a la interfase generando un gasto energético (Olmeda-

2011). Esta energía que se necesita da lugar a lo que se conoce como tensión 

superficial (γ), que es la fuerza  necesaria para expandir el área superficial 

del sistema. 

Los agentes tensoactivos de superficie, como el surfactante pulmonar, son 

capaces de equilibrar las diferencias de fuerzas, disminuyendo así, la tensión 

superficial (Figura 6-B). La naturaleza anfifílica de los surfactantes (poseen 

una parte hidrofílica y otra hidrofóbica) es la responsable de su acumulación 

en las interfaces aire/agua donde se orientan formando películas 

monomoleculares capaces de disminuir la tensión superficial. 
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Figura 6. Fuerzas moleculares que causan la tensión 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 líquido, la tensión 

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 anfipáticos y su disposición en la interfase aire/líquido desplaza las 

moléculas de agua superficiales. (Modificado de Pérez Gil-2010) 

 
La importancia de la tensión superficial en el contexto del pulmón puede 

ilustrarse desde el punto de vista cuantitativo por la ley de Laplace, la cual 

establece que la presión en el interior de una burbuja es directamente 

proporcional a la tensión superficial e inversamente proporcional al radio de 

la burbuja. La presión superficial está definida como la reducción de tensión 

superficial en una interfase agua/aire por la presencia de una película de 

material surfactante a través de la ecuación: π = γ0 – γ, donde γ0 es la tensión 

superficial del agua y γ la tensión superficial cuando el surfactante está 

presente en la superficie (Notter-2000). Según la ley de Laplace cuanto 

menor es la burbuja, mayor es la presión que soportan sus paredes. Si 

consideramos a los alveolos como pequeñas burbujas, teniendo en cuenta 

que el tamaño de los mismos no es homogéneo y que su volumen varía un 

30-40% durante el ciclo respiratorio, en ausencia de surfactante las 

diferencias de presión entre los más pequeños y los más grandes ocasionaría 

el colapso de los pequeños durante la espiración dada la alta tensión 
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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 tensión 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 así el colapso alveolar (Figura 7-D) (Zuo-Possmayer-

2007, Planells-2010). Cuantas más moléculas de tensioactivo se sitúan en la 

interfase, mayor número de moléculas de agua son liberadas a la fase acuosa 

y menor es la tensión superficial. 

 
 

 

 
 
 

Figura 7. A) Ecuación que define la ley de Laplace. La presión que tiende a cerrar 

la burbuja (ΔP) es directamente proporcional a la tensión superficial (σ) e 

inversamente proporcional al radio de la burbuja. B) Colapso, la burbuja pequeña 

tiende a vaciarse en la burbuja grande debido a la diferencia de presión que hay 

entre ambas. C) Ausencia de surfactante pulmonar durante la espiración, los 

alveolos pequeños tienden a colapsarse dentro de los mayores. D) Presencia de 

Surfactante pulmonar durante la espiración, correcta salida de aire. (Imagen 

extraída de Cabré-2009) 

 
El fosfolípido imprescindible para que el SP pueda llevar a cabo su función 

es la DPPC, que debido a su estructura molecular es capaz de empaquetarse 

formando películas interfaciales muy densas, ordenadas y estables durante 

los momentos de máxima compresión (al final de la espiración), llegando a 

valores de tensión 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 adsorción muy 

lenta y su re-extensión luego del colapso es poco eficiente durante la 

expansión, por lo que el SP requiere de la presencia de fosfolípidos 

insaturados y proteínas hidrofóbicas. Estos contribuyen a fluidificar las 

membranas ricas en DPPC facilitando la adsorción y re-expansión 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 fosfolípidos 

pueden ser re-incorporados rápidamente en cada ciclo de expansión. Para 

que el SP pueda llevar a cabo su función tensoactiva y muestre actividad 

óptima en la interfase respiratoria debe presentar una adsorción rápida a la 

interfase durante la inspiración, reducir la tensión superficial a valores 

cercanos a 0 mN/m durante la espiración y re-extender el material expluido 

durante la compresión para formar nuevamente la película durante la 

inspiración. La rápida absorción interfacial y la eficiente re-extensión del 

material se atribuyen particularmente a las proteínas SP-B y SP-C mientras 

que la capacidad de reducir la tensión superficial a valores mínimos se 

atribuyen a la composición lipídica del surfactante (Baumgart-2010, Gómez-

Gil-2009). 

 
2.  Mantenimiento de la homeostasis del líquido alveolar 

 
La presión del líquido de los capilares del pulmón debe mantenerse en 

equilibrio con la presión que se ejerce desde la hipofase acuosa de la 

superficie alveolar y que depende de la tensión superficial. Cuando la 

tensión superficial aumenta tiene como consecuencia un incremento en la 

presión hidrostática de los capilares, lo que finalmente produce la filtración 

de líquido desde los capilares hacia la capa intersticial y al espacio alveolar 

(Ganter-2006). Por tanto la regulación de la tensión 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 patologías respiratorias produce una invasión del espacio 

alveolar con líquido intersticial generando edema pulmonar (Ganter-2006).  

 

3. Defensa del organismo frente a la entrada de patógenos  
 
Dada la gran superficie respiratoria que el pulmón expone al exterior (aprox. 

80 m²) para permitir el intercambio gaseoso, es un órgano muy vulnerable a 

la entrada de agentes potencialmente patógenos  y contaminantes. El 

surfactante constituye la primera barrera física a la entrada de cualquier 
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microorganismo (Pérez Gil-2010) siendo las principales responsables de 

dicho papel las proteínas hidrofílicas SP-A y SP-D (Wright-2003), que se 

unen a la superficie de los patógenos, incluyendo bacterias y virus, y los 

opsonizan facilitando su fagocitosis por macrófagos y monocitos, además 

también son responsables de la regulación de la producción de mediadores 

de la inflamación (Crouch-Wright-2001, Kramer -Speer-2003). La SP-A 

media respuestas pro o antiinflamatorias según actúe de manera directa 

sobre los microorganismos uniéndose al lipopolisacárido bacteriano (LPS) o 

a través de activación de células fagocitarias (Orgeig-2010). La SP-D, que 

también une LPS, promueve eliminación de patógenos sin la estimulación de 

una respuesta inmune secundaria (Kuroki-2007).  

Los lípidos también participan en la defensa del organismo, suprimen 

algunas de las funciones de las células inmunes como la proliferación de los 

linfocitos, por lo que el rol del surfactante en la respuesta inmune está 

íntimamente relacionado a un equilibrio en la composición entre sus 

elementos lipoprotéicos (Wright-1997). 

 

 
2.3 Metabolismo del surfactante pulmonar  

 
2.3.1 Biosíntesis y almacenamiento  

 

El surfactante pulmonar  es sintetizado por los neumocitos tipo II. Estos se 

encargan de sintetizar, almacenar y secretar a través de organelos 

específicos 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 lípidos y proteínas del 

surfactante (Figura 11) (Dietl-2001). Tienen un origen lisoendosomal y 

poseen en su interior PH ácido, altas concentraciones de calcio y encimas 

proteolíticas.  Indicios sobre su biogénesis destacan la presencia de la 

proteína SP-B como esencial para su correcto desarrollo. La biogénesis de 

LB y el transporte de los lípidos del surfactante a través de estos organelos 

está facilitado además por la presencia de una proteína de membrana 

denominada proteína transportadora de unión 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 

acumulación 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 maduración hasta que sea necesaria su secreción a la hipofase acuosa 

donde sufren transformaciones morfológicas como la formación de mielina 

tubular o su adsorción a la interfase aire-líquido para formar una película 

(monocapa). La formación de la mielina tubular (MT) depende de una 

composición lipídica adecuada, la presencia de las proteínas SP-A y SP-B y 

de calcio (Benson-1984; Suzuki-1989; Poulain-1992). Está organizada como 

un entramado de túbulos membranosos en forma de retícula (Perez-Gil-

2008) y permite junto con otras estructuras que los componentes del 

surfactante se liberen y se adsorban rápidamente a la interfase aire/líquido 

para formar la película tensoactiva (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Imágenes de microscopia electrónica que muestran: A) Cuerpo lamelar 

(LB) en neumocitos tipo II de pulmones de ratón (Weaver-2002). B) La 

organización de la mielina tubular (MT) a partir de los cuerpos lamelares (Young-

1992). C) La película 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 síntesis de los componentes lipídicos del surfactante se da en el retículo 

endoplasmático de los neumocitos tipo II. La PC principal componente  del 

surfactante y de todas las membranas celulares se sintetiza a través de dos 

vías: síntesis de novo o mediante remodelación de PC insaturada. La síntesis 

de novo da lugar al 45% de la DPPC, se produce casi exclusivamente a través 

de la formación de CDP-colina siendo limitante la reacción catalizada por la 

colinafosfato citidilil transferasa (Van Golde-Casals-1997). La ruta de 
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síntesis mediante remodelación de especies insaturadas de PC requiere la 

participación 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 vía de síntesis permitiendo obtener un 55% de la DPPC. La síntesis 

de PG y PI depende principalmente de la enzima fosfatidilglicerofosfato 

sintasa, que actua convirtiendo CDP-diacilglicerol a fosfatidilglicerolfosfato. 

En cuanto al colesterol, la mayor proporción es obtenida a partir de las 

lipoproteínas séricas (Guthmann-1997), el nivel de estas lipoproteínas en 

sangre se encarga de controlar la síntesis endógena de colesterol a partir de 

acetato o glucosa en los neumocitos tipo II (Batenburg-Haagsman-1998).  

 Las cuatro proteínas específicas del surfactante SP-A, SP-B, SP-C y SP-D son 

sintetizadas en los neumocitos tipo II. La SP-A proteína principal de SP 

comienza su síntesis como una proteína con un péptido señal un dominio 

tipo colágeno N-terminal y un dominio de reconocimiento de carbohidratos 

(CRD), luego de su translocación al retículo endoplásmico el péptido señal es 

eliminado y en el lumen del mismo sufre una glicosilación para finalmente 

ensamblarse como multímero (Weaver-Whitsett-1991). Tanto la SP-B como 

la SP-C son sintetizadas en forma de precursores pre-pro-proteína de mucho 

mayor tamaño que las proteínas maduras. Su síntesis ocurre en el retículo 

endoplásmico y en el caso de las SP-C son di-palmitoiladas en el aparato de 

Golgi (ten Brinke-2002). Por último, la SP-D tiene un procesamiento muy 

similar al de SP-A, dando lugar a la proteína madura hidrofílica de 43 KDa.  

 

2.3.2 Secreción y adsorción  
 
La secreción del surfactante se produce a través de 2 vías: Secreción 

asociada a cuerpos lamelares y secreción no asociada a cuerpos lamelares. 

En la secreción asociada a cuerpos lamelares están involucrados lípidos y 

proteínas hidrofóbicas. Las proteínas hidrofóbicas 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 acción de enzimas proteolíticas y secretadas junto con los 

lípidos que se encuentran en su interior (Oosterlaken, Dijksterhuis-1991b). 

Por otro lado, las proteínas hidrofílicas del surfactante SP-A y SP-D, en su 

síntesis de novo, no están asociadas a cuerpos lamelares por lo que su 

secreción se produce de manera independiente del resto de sus 

componentes (Crouch-1991, Voorhout-1992, Osanai-1998).  

La secreción asociada a cuerpos lamelares puede ser desencadenada por 

varios estímulos siendo el principal la hiperventilación (Hawgood-1997), 
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esta es debido a la acción mecánica producida por distorsión celular, 

también por cambios en el pH extracelular y/o ambos factores (Batenburg-

1995). La secreción de surfactante pulmonar se produce por exocitosis de 

los cuerpos lamelares mediado por calcio citosólico. El estiramiento que 

sufre el tejido pulmonar durante la ventilación activa la vía de secreción 

dependiente de calcio en los neumocitos tipo II incrementando el nivel de 

calcio citosólico necesario para la fusión de los cuerpos lamelares con la 

membrana apical del neumocito (Ashino-2000, Frick-2004). Sin embargo, la 

secreción de surfactante también tiene lugar por mecanismos 

independientes de calcio, donde  intervienen receptores β-adrenérgicos, 

adenosina A2B, y purinérgicos P2Y2. Los receptores β-adrenérgicos y los 

receptores de adenosina AB activan una vía de excreción  dependiente de 

AMPc,  la enzima adenilato ciclasa genera AMPc y se activa la enzima 

protein-quinasa A dependiente de AMPc que interviene en la fosforilación 

proteica y posterior liberación de surfactante (Rooney-2001). 

Luego de que se produce la fusión entre los LBs y la membrana apical del 

neumocito tipo II, el SP se libera y con la colaboración de la SP-A, se expande 

sobre la hipofase (Fehrenbach-2005). Los LBs secretan las membranas de 

surfactante que se intercalan entre sí, dando lugar a una organización 

tubular en forma de red denominada mielina tubular (MT) (Aberg-2010). 

Estas estructuras del surfactante son de gran importancia para su absorción, 

facilitan el tránsito del material tensioactivo desde la subfase a la interfase 

aire-líquido alveolar (Perez-Gil, 2008). 

 A partir de la mielina tubular y de otras estructuras, los componentes del 

surfactante son liberados y se adsorben rápidamente en la interfase 

aire/agua dando lugar a la formación de la película 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 formación 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 película tensoactiva. 

Este reservorio facilita la reinserción de material tensoactivo a lo largo de 

los sucesivos ciclos de inspiración/espiración, alberga el SP durante la 

exclusión en la espiración y permite su re-inserción durante la inspiración, 

por lo que  es clave para evitar la pérdida definitiva de material tensoactivo 

durante la respiración (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 función tensoactiva desde el punto de vista dinámico y que 

permite a la vez un correcto intercambio gaseoso, estabilización mecánica y 
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protección de la superficie expuesta del pulmón frente a patógenos (Pérez 

Gil-2014).  

 

 
 

Figura 9. Modelo de reservorio multicapa asociado a la monocapa interfacial y 

mecanismos moleculares de las proteínas SP-B Y SP-C en la actividad superficial 

del surfactante durante los ciclos de compresión/expansión de las membranas. 1) 

Expulsión de lípidos y de complejos lipoproteícos de la interfase. 2) SP-B estabiliza 

la película interfacial. 3) SP-B promueve el establecimiento de contactos  

membrana-membrana, generando la formación de membranas multicapa. 4) SP-C 

promueve la asociación de estructuras tensoactivas excluidas. 5) SP-B y SP-C 

promueven la inserción y la re-propagación 6) de los fosfolípidos desde el 

reservorio hacia la interfase durante la expansión. (Modificado de Pérez Gil-2010) 

 
 

2.3.3 Degradación y reciclaje   
 
Una vez secretado y adsorbido para formar la película interfacial y cumplir 

su función, una parte del surfactante es internalizado mediante endocitosis 

por los neumocitos tipo II para su reutilización. La endocitosis tiene lugar 

debido a la formación de pequeñas vesículas, que forman los pequeños 

agregados del SP, que son internalizadas por los neumocitos tipo II para 

permitir el reciclaje de aproximadamente el 90% del material (Weaver-

2001). El 10 % restante es capturado y degradado por macrófagos 

alveolares.  
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Al igual que los fosfolípidos las proteínas del surfactante pueden ser  

recapturadas por los neumocitos tipo II. SP-A puede ser internalizada por 

los macrófagos y degradada en los lisosomas, o reciclada por los neumocitos 

tipo II 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 II (Bates-1992) para ser internalizada, una parte es 

secretada de nuevo con los cuerpos lamelares y otra fracción es degradada 

en el interior de estas células y en macrófagos alveolares. SP-C es 

recapturada y vuelta a secretar al espacio intra-alveolar  en un proceso 

favorecido por la proteína SP-A  e inhibido por la SP-B (Baritussio-1992, 

Pinto-1995, Horowitz-1997a). Por otro lado SP-D es degradada por 

macrófagos alveolares, en un proceso que es independiente de la presencia 

de SP-A y  lípidos del surfactante (Dong & Wright-1998). 

 

2.4 Patologías 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 últimos sistemas en madurar durante el desarrollo fetal, 

la síntesis y acumulación de DPPC, así como la síntesis de PG y de las 

proteínas especificas del surfactante, se dispara alrededor de la semana 35 

de gestación, por tanto,  niños prematuros nacidos previo a las 35 semanas 

de gestación  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 proteína SP-B, implicada en la homeostasis pulmonar.  Su 

ausencia imposibilita desalojar el líquido amniótico que rellena sus 

pulmones desarrollando una patología que se conoce como síndrome de 

distrés respiratorio en infantes (SDRI) (Meyer-Zimmerman-2002).  

En neonatos la falla pulmonar también se puede generar por la aspiración de 

meconio en el momento del parto. El meconio corresponde a las heces del 

recién nacido y se genera por estrés prenatal, caracterizándose 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 (López-Rodríguez-2011).  

El síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una enfermedad 

compleja que se da en adultos y se caracteriza por la presencia de 

inflamación generalizada a nivel pulmonar, afectando las funciones del 

epitelio alveolar. Se observa un aumento de la permeabilidad alvéolo-capilar 

que conlleva liberación de proteínas del plasma y edema en los espacios 
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alveolares. Como consecuencia se produce la inactivación del surfactante, 

atelectasia, por aumento de la tensión superficial mínima durante la 

espiración y alteración del intercambio gaseoso (Matthay-2011).  

Durante el SDRA se producen alteraciones en el contenido de las especies 

lipídicas y proteicas fundamentales para el funcionamiento del SP. Se genera 

disminución de la cantidad de fosfolípidos totales, principalmente FG 

(Obladen-1983), aumento de los fosfolípidos minoritarios (FI, FS, FE, SM), 

disminución 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 

proteínas séricas asociadas a la fracción activa del SP, lo cual se debe a la 

alteración 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 daño pulmonar 

agudo (Panda-2004, Gunasekara-2005, Zuo-2008). 

El SDRA es uno de los principales motivos para iniciar una asistencia 

ventilatoria mecánica. Estudios recientes de tipo metabolómico han podido 

identificar una alteración de los componentes energéticos y de algunos 

lípidos de las membranas durante la ventilación mecánica con volúmenes 

corrientes elevados (Izquierdo-García-2014). 

Todas estas alteraciones generadas por diferentes patologías pulmonares y 

como efecto de la asistencia ventilatoria mecánica producen la inhibición  de 

las  funciones del surfactante.   Una alternativa para el tratamiento de estas 

patologías es la utilización de surfactantes exógenos.  

La primera vez que se utilizaron surfactantes exógenos con éxito fue en 

1985 cuando Tore Curstedt probó su administración en neonatos como 

forma de tratamiento de SDRI. Si bien los resultados en este caso fueron 

alentadores y se ha visto que la utilización de surfactante pulmonar exógeno 

mejora la función pulmonar, no ha sido completamente efectivo para adultos 

con SDRA (Curstedt-2015).  

 
 

2.5  Mecánica respiratoria  
 
En condiciones normales el ser humano moviliza aire entre la atmósfera y el 

alvéolo y viceversa, fenómeno que se conoce como ventilación. Este es un 

proceso que consume energía aportada a través de la contracción muscular 

generando un gradiente de presión entre el espacio alveolar y la atmósfera 

que favorece el intercambio gaseoso (Cristancho, west-2004). En la primera 

fase del ciclo ventilatorio, durante la inspiración, la contracción del 

diafragma y los intercostales externos genera un aumento del volumen 
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intratorácico con la consecuente disminución de la presión en la cavidad. 

Esta presión se torna negativa o subatmosférica con lo que se crea el 

gradiente de presión en sentido atmósfera-alvéolo que produce el llenado 

pulmonar. En fase espiratoria este gradiente se invierte principalmente por 

acción de la elasticidad pulmonar generando la presión supra-atmosférica o 

positiva necesaria para el vaciado pulmonar (Cristancho-2004). Este 

proceso involucra entonces tres variables: presión, volumen y flujo, la 

diferencia de presión a lo largo del sistema respiratorio debe ser suficiente 

para vencer las resistencias elásticas del pulmón 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 relación 

entre estas tres variables se define mediante la ecuación: 

 

   (   )  (   ) 

 

 

Donde ∆P representa el gradiente de presión generado, E representa la 

elasticidad, V el volumen movilizado, R la resistencia anatómica de la via 

aérea y  f el flujo generado. La P se define como fuerza por unidad de área y 

se expresa en cmH2O, la presión atmosférica es tomada como valor cero, de 

modo que las presiones serán  positivas o negativas en función de ese valor. 

Para evaluar los cambios de presión en el sistema respiratorios se utiliza 

algún punto del sistema respiratorio como boca, vía aérea, alvéolo y se 

evalúa la diferencia de presión entre ese punto y la presión atmosférica. Los 

gradientes de presión mas importantes en la via aérea son: La presión de la 

vía aérea (Pva), diferencia entre la presión alveolar y la presión a nivel de la 

boca es la energía necesaria para vencer la resistencia de la vía aérea y por 

lo tanto es la mayor determinante del flujo de aire. La presión 

transpulmonar (Ptp), que esta definida por la diferencia de presión entre el 

espacio pleural y el alveolar y representa una medida de las fuerzas elásticas 

en los pulmones que tienden hacia el colapso. Presión transtorácica (Ptx), 

que es la diferencia de presiones entre el espacio pleural (cara interna de la 

caja torácica) y la presión atmosférica (cara externa), representa la energía 

necesaria para deformar la caja toráccica. La presión del sistema 

respiratorio (Psr), equivale a la diferencia entre la presión alveolar y la 

atmosférica y es la suma de la Ptp y la Ptx. Por último la presión 

transdiafragmática (Pdiaf), que es la diferencia entre la presión pleural y la 

abdominal y refleja la contracción diafragmática (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, comúnmente se expresa en L/s y es 

medido mediante un flujímetro de presión variable (neumotacógrafo) 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 mínima fricción contra la 

paredes de la via aérea. En oposición con  el flujo turbulento donde hay un 

marcado aumento de la fricción generando un aumento de la resistencia a 

avance a través de la vía aérea disminuyendo la eficacia del gradiente de 

presión para movilizar el aire. Esta resistencia generada por el flujo 

turbulento es conocida también como un componente viscoso y en contra 

posición se denomina componente viscoelástico 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 torácica) se puede observar que la Pva en el 

proceso inspiratorio aumenta hasta lograr un nivel máximo (Pmáx). Cuando 

se hace una pausa inspiratoria mediante oclusión al final de espiración la 

Pva dismunuye hasta que se estabiliza alcanzando una presión denominada 

presión de meseta (Pmes), esta presión refleja la Palv y se corresponde con 

la presión de distensión alveolar o de retroceso elástico mientras que la 

Pmáx esta influenciada por la resistencia de la vía aérea. Al realizar 

ventilación de pulmón aislado se observa el comportamiento del tejido 

pulmonar  exclusivamente (Figura 10) (Hurtado & Santos-2005, Marini-

2019, Fredes-2019). 
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Figura 10. Gráfico de presión de la via aérea (Pva) y Flujo aéreo (Vi) durante la VM 

controlada por columen. Se puede observar cómo la presión alcanza un valor 

máximo (Pmax) y luego decae a un valor de meseta (Pmes) luego de una oclusión 

al final de la ispiración. La Pmax incluye el componente resistivo y elástico del 

sistema respiratorio; la caída entre Pmax y P1 refleja la resistencia de la vía aérea 

mientras que la caída de P1 a Pmes refleja el componente viscoelástico pulmonar. 

La línea punteada representa el cambio de la presión esofágica (alveolar) durante 

el ciclo ventilatorio, similar a lo que ocurre durante la ventilación de pulmón 

aislado (Modificado de Fredes-2019). 

 

 

  2.5.1 Resistencias elásticas  

 

El pulmón es una estructura elástica, tiende a recuperar su posición de 

reposo, las fuerzas que se oponen al aumento de volumen por encima de su 

volumen de reposo son las elásticas y restrictivas (Hurtado & Santos- 2005). 

La relación entre ∆P y ∆V (Cambio de volumen) define las características 

elásticas del sistema respiratorio, el cambio de presión necesario para 

generar un determinado cambio de volumen se denomina Elastance (E) y 

está definida por la ecuación: 
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Su inverso, define lo que se conoce como Compliance (C), capacidad de 

deformación del sistema (C= ∆V/∆P). Aunque se pueden usar 

indistintamente, en la clínica la Compliance es el término utilizado para 

expresar las resistencias elásticas.  Puesto que el sistema respiratorio está 

formado por dos estructuras colocadas en serie, el pulmón propiamente 

dicho y la caja torácica, 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 presión relevante (Pva para el sistema respiratorio, 

Ptp para el parénquima pulmonar y presión pleural para la caja torácica), la 

distensibilidad de todo el sistema respiratorio estará dada por la relación 

entre el incremento de volumen y el cambio de presión en las vías aéreas, la 

distensibilidad pulmonar y la distensibilidad de la pared torácica (Perez & 

Mancebo-2006, Correger-2012).  

En pacientes ventilados mecánicamente la Compliance se obtiene a partir del 

cociente entre el volumen circulante administrado por el ventilador 

(Volumen corriente, Vc) y la diferencia de presión (P) entre el final de la 

inspiración (Pmes) y el final de la espiración (PEEP). Según los gradientes de 

P utilizados la C puede ser dinámica (Cdin) o estática (Cest) y está definida 

por las ecuaciones: 

Cest= Vc/ Pmes. PEEPT 

Cdin= Vc/Pmes. PEEPT 

 

Donde la PEEPT  es la suma de la PEEP aplicada más la PEEP intrínseca 

(PEEPi). La PEEPi se genera cuando el volumen alveolar al final de la 

espiración  es mayor al volumen de reposo pulmonar (Perez & Mancebo-

2006).  

 

 2.5.2 Relación presión- volumen  

 

La representación grafica de  esta relación está dada por la curva de presión 

(P)/volumen (V) que puede observarse en la figura 11. Esta relación 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 volúmenes 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 presión en el sistema, 

por lo que la pendiente es mayor. Se corresponde con los volumenes 

pulmonares de una ventilación normal y presenta la mayor C. En el último 

segmento la C decae por sobredistensión 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 características básicas, 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 presión generada para cualquier volumen 

durante la insuflación es mayor a la generada durante la desinsuflación. La 

curva espiratoria varía dependiendo de las presiones que son alcanzadas 

durante la insuflación, cuanto mayor es la P y el V insuflados, mayor será la 

histéresis y por tanto mayor energía perdida en cada ciclo (Briva-2011B). El 

sistema SP es uno de los componentes implicados en la generación de esta 

diferencia de presiones, debido a que durante la fase de contracción sus 

moléculas adoptan una mejor disposición, mejorando sus propiedades 

tensoactivas y  disminuyendo la tensión superficial de manera mas efectiva 

que durante la insuflación (Figura 11). 
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Figura 11. Esquema representativo de una curva P/V donde se ilustra la rama 

inspiratoria (línea llena) y la rama espiratoria (línea punteada). Rama inspiratoria: 

A) Refleja la ventilación del tejido aereado (“baby-lung”), en el momento en el que 

la mayoría del tejido pulmonar está colapsado, B) Luego del primer punto de 

inflexión en la curva, se produce reclutamiento progresivo de las unidades 

alveolares que genera un cambio en la pendiente de la curva P/V, C) expansión 

elástica del tejido pulmonar , D) Luego de finalizado el reclutamiento alveolar, se 

produce la sobredistensión alveolar , el cambio de presión se incrementa 

disminuyenso asi la compliance. Rama expiratoria: A) sobredistensión, una vez 

insufladas se necesitan presiones menores para mantener abiertas las unidades 

alveolares y en consecuencia la relación P/V es  diferentes en ambas fases, B) 

retracción elástica del tejido pulmonar, C) el inicio del colapso alveolar marca el 

comienzo del desreclutamiento de las unidades alveolares, D) Colapso de la vía 

aérea. (Modificado Hurtado & Santos- 2005).  

 

2.6 Ventilación mecánica  

 

Diversas situaciones pueden afectar el proceso ventilatorio y su principal 

objetivo, el intercambio gaseoso. La ventilación mecánica (VM) es un método 

de sostén que suple o complementa la función ventilatoria. La VM actúa de 

forma distinta  a la ventilación espontánea, se genera una presión positiva 

en la vía aérea durante la inspiración a la que se opone la resistencia al flujo 

aéreo y las propiedades elásticas del sistema respiratorio, de esta manera se 

genera un gradiente de presión entre la vía aérea y el alvéolo que desplaza 

un volumen de gas proporcional al nivel de presión aplicado (Figura 12) 

(Lovesio-2006, West-2007). Las funciones principales de la VM son proveer 

gas al paciente según determinadas condiciones de volumen, presión, 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 presión-tiempo durante la ventilación espontánea (línea 

continua) y durante la ventilación mecánica (línea punteada). Obsérvese que en la 

primera la presión es negativa en fase inspiratoria y positiva en fase espiratoria. 

Durante la ventilación mecánica la presión es positiva durante todo el ciclo. 

 

La VM es requerida para el tratamiento y soporte vital en múltiples 

patologías 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 

crítico padeciendo de insuficiencia respiratoria (IR) (Gutierrez-2011). La 

lesión 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 más de 

300.000 personas cada año 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, situación reconocida como Injuria 

Pulmonar Inducida por la Ventilación Mecánica (VILI). La lesión del epitelio 

alveolar juega un rol primario en el desarrollo de VILI, afectando diversas 

funciones como la secreción de surfactante y la barrera de intercambio 

gaseoso (Dreyfuss-1994, Sartori-2002). Este fenómeno se produce tanto en 

pulmones previamente sanos, como en aquellos dañados, pero se ha 

demostrado, tanto in vivo como en modelos experimentales, que es de 

mayor intensidad en aquellos pulmones con LPA preexistente, empeorando 

aún más el pronóstico de estos pacientes.  La VILI se produce principalmente 

por sobredistensión alveolar, proceso relacionado con el riesgo de rotura de 

la vía aérea y paredes alveolares en los sectores pulmonares no 

dependientes (barotrauma, asociado a elevada presión positiva inspiratoria 
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y/o volutrauma asociado a elevado volumen corriente en los espacios 

aéreos), y por la apertura y colapso cíclicos de las unidades alveolares 

dependientes , relacionado con la aplicación de un nivel de PEEP insuficiente 

para evitar el colapso-reapertura alveolar cíclico (atelectrauma)(Slutsky-

2013). Esto se corresponde con ambos extremos de la curva de presión-

volumen del sistema respiratorio (Donoso-2007, Slutsky-2013).  

La VILI se asocia fuertemente a las alteraciones presentes en el SDRA. El 

SDRA define un daño microvascular pulmonar de carácter difuso con un 

aumento de la permeabilidad de la membrana alveólo capilar. Se manifiesta 

como un edema pulmonar, con la consecuente hipoxemia e incremento del 

trabajo respiratorio producto de una alteración de las fuerzas elásticas del 

pulmón (Arancibia & Soto -2010). El SDRA es una afección heterogénea, con 

áreas de colapso, zonas reclutables y regiones normales. La presión 

hidrostática del pulmón 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 más allá del 30%) y en las posteriormente reclutadas. 

La disminución de la distensibilidad observada refleja una menor capacidad 

de ventilación , con una menor superficie de intercambio, siendo ésta la base 

del concepto de pulmón pequeño o "baby lung"; por el contrario la magnitud 

de la hipoxemia se asocia fuertemente a la cantidad de tejido no ventilado 

(fenómeno de shunt). Sólo una pequeña parte del pulmón con SDRA está 

disponible para el intercambio gaseoso, una ventilación con bajos Vc busca 

reducir el estrés sobre los alvéolos ventilados, aportando un Vc menor que 

el tamaño del "baby lung"(Donoso-2007, Tomicic-2010, Slutsky-2013).  

La estrategia de VM con un patrón protectivo intenta reducir la VILI, 

minimizando la sobredistención alveolar y evitando las atelectasias cíclicas. 

Esta modalidad involucra la utilización de presión positiva al final de la 

espiración (PEEP) para evitar el daño producido por el colapso y apertura 

alveolar cíclica, y Vc bajos previniendo la sobredistensión alveolar (Slutsky-

2013, Hamlington-2018, Marini-2019). 

 

 

2.6.1 Patrones ventilatorios protectivos  

 

En los últimos años los progresos en la evaluación de la mecánica pulmonar 

han permitido una mejor comprensión de la fisiopatología pulmonar en el 

paciente ventilado. La limitación de los volúmenes corrientes aplicados y el 

uso de PEEP con la intención de reclutar unidades alveolares y evitar el daño 

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 espiración caracterizan a varias 

formas de insuficiencia respiratoria. En estas situaciones, la presión positiva 

espiratoria final (PEEP) baja puede ser insuficiente para estabilizar alvéolos 

y mantenerlos abiertos, aumentando así la probabilidad de lesión 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 disminución 

de la distensibilidad. Hoy en día se sabe que la aplicación de PEEP disminuye 

significativamente las atelectasias cíclicas y en definitiva daño alveolar. Sin 

embargo no existe una única estrategia para establecer el nivel óptimo de 

PEEP aplicado ni un valor de referencia universal, por lo que su uso debe ser 

personalizado a cada caso clínico en particular (Arancibia & Soto-2010). Una 

estrategia que se utiliza para determinar el nivel de PEEP óptimo es la 

titulación de PEEP de acuerdo a parámetros 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 cmH2O o más), para 

luego efectuar una destitulación regresiva, con reducciones de 2 cmH2O 

cada 20 minutos y midiendo la compliance en cada estación. Se estima que la 

PEEP superior a aquél en que la compliance empieza a decaer es el óptimo. 

Las recomendaciones de los expertos y  las actuales evidencias  indican que 

la utilización de niveles de PEEP mayores a 5 cm H2O podría minimizar el 

estiramiento al final de la inspiración y evitar un posible colapso alveolar 

(Seiberlich-2011). 

En cuanto al volumen corriente (Vt), en el año 2000 se publica un ensayo 

multicéntrico que marcó 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 demostró 

una diferencia significativa en la mortalidad y días de necesidad de 

asistencia respiratoria mecánica (ARM) a favor de los ventilados con Vt bajo. 

A partir de allí se reconoció el beneficio de la utilización de este volumen 

corriente tanto en pacientes con o sin lesion pulmonar (Amato-2015). Más 

recientemente se ha propuesto que en pacientes con SDRA (y 

probablemente en tejido pulmonar sano también)  la diferencia de presión 

en vía aérea entre el final de la inspiración (presión meseta) y la PEEP 

(driving pressure) es mejor que el Volumen corriente para determinar un 

rango de protección o lesión del tejido pulmonar durante la ARM. En teoría 

la combinación de determinar un límite máximo de distensión (por presión) 

y el establecimiento de una “driving pressure” en rango protector mitigaría 

el ciclo sobredistención/colapso alveolar y el daño pulmonar asociado. En 

función 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 

cmH2O (Serpa-2016). Sin embargo el uso de de diferentes niveles de driving 

pressure podría tener efectos muy diferentes dependiendo del nivel de PEEP 

elegido (Loring & Malhotra-2015), situación que despierta nuestro interés y 

que abordaremos en este proyecto. 

 

2.6.2  Papel del surfactante pulmonar en la VILI 

 

La lesión del epitelio alveolar juega un rol primario en el desarrollo de VILI, 

se afectan diversas funciones, entre ellas, la secreción 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 función es disminuir la tensión superficial en la 

interfase liquido-gas de la superficie alveolar,  contribuyendo a mantener 

una adecuada mecánica respiratoria. Aumenta  la complacencia pulmonar y 

disminuye el colapso alveolar durante la espiración. La capacidad de  

reducción de la tensión superficial se debe a las cantidades relativas como 

los grados de saturación de los FL e interrelaciones con las proteínas del 

surfactante (Frerking-2001). Su deficiencia o disfunción causa enfermedad 

respiratoria severa. Regímenes con alto Volumen Corriente y/o presión 

inspiratoria, en un breve período de tiempo disminuyen la proporción de 

surfactante pulmonar funcionalmente activo. Siendo esta disfunción  

significativa y se correlaciona con la severidad de la VILI (Ito-1997, Zhu-

2001, Zhu-2006). Por el contrario la utilización de PEEP y surfactante 

exógeno pueden restaurar o preservar la composición y función, atenuando 

la lesión pulmonar, indicando que la inactivación de surfactante puede jugar 

un importante rol en el desarrollo de VILI (Dreyfuss-1994). Los efectos 

sobre la mecánica ventilatoria y el colapso alveolar podían ser ocasionados 

por cambios en la capacidad tensoactiva del surfactante, ya sea por 

alteraciones en el perfil fosfolipídico, en las interacciones lípido-lípido, 

lípido-proteína, o por un factor biosintético o metabólico. 

 

 

2.6  Métodos de cuantificación. 
 
Los métodos más utilizados para la cuantificación de los componentes 

fosfolipídicos del surfactante pulmonar son la Cromatografía de Capa fina 

(TLC) y la Cromatografía Líquida de Alta performance (HPLC). 
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La TLC es una técnica analítica muy utilizada en laboratorios de química 

orgánica, permite determinar el grado de pureza de un compuesto, 

comparar muestras, realizar el seguimiento de una reacción y realizar el 

análisis tanto cualitativo como semi‐ cuantitativo de muestras de 

fosfolípidos (FL) del surfactante pulmonar (DPPC, PC, PI, PE, SM) (Tsai-

1979). La separación 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 

móvil liquida que fluye a través de  la fase estacionaria.  Si bien esta técnica 

tiene múltiples ventajas y aplicaciones, presenta gran dificultad y 

limitaciones  para realizar cuantificaciones, requiere de un análisis de 

densitometría 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 separación y 

cuantificación  de los componentes de una muestra de forma rápida 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 móvil, que circula a través de ésta y arrastra a la muestra a 

un flujo constante de presión proporcionado por una bomba. Los 

componentes de la mezcla interaccionan de distinta forma con la fase 

estacionaria y la fase móvil, según la afinidad por una u otra y de este modo, 

atraviesan la fase estacionaria a distintas velocidades y se produce su 

separación. El tiempo que tardan las moléculas desde que son inyectadas en 

la fase estacionaria hasta que eluyen de la misma se denomina tiempo de 

retención, este tiempo depende de la composición de las fases utilizadas, del 

flujo de la fase móvil y de las características de la columna. Existen dos tipos 

de cromatografía según la polaridad de la fase estacionaria, cromatografía 

de fase normal, donde la fase estacionaria es polar y la fase móvil apolar y 

cromatografía de fase reversa, con  fase estacionaria apolar y fase móvil  

polar.  

Para la separación y cuantificación de FL se utilizan mayoritariamente dos 

fases estacionarias, simple (sílica) o reversa (C18 o C8) y las fases móviles 

más utilizadas contienen mezclas con porcentajes variables de Cloroformo, 

Metanol, Acetonitrilo, Hexano, Isopropanol, dentro de los solventes 

orgánicos y un contenido iónico como puede ser amonio, ácido fosfórico, 

ácido acético, ácido sulfúrico, etc (Henderson-1992, Abidi-1998). El proceso 

cromatográfico es monitoreado mediante la medición de absorbancia y la 

presencia de detectores. Dentro de los detectores más utilizados para 

cuantificar FL se encuentran: detector  ultravioleta (UV), índice de refracción 
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(RI), espectrometría de masas (MS) y light‐sacttering (LS) (Bunger-1995, 

Brouwers-1998).  

 

2.8Datos preliminares  
 
Contamos con resultados de experimentos realizados previamente donde se 

evaluó 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 mecánica respiratoria e histología. Se evidenció un claro 

deterioro en las propiedades viscoelásticas en el grupo con VM convencional 

al compararlo con el control y el sometido a VM protectiva. El grupo VM 

protectiva muestra una mejor relación 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 generación de edema intersticial, 

pero menor que en el grupo ventilado a altos VT. 

Así, pudimos determinar que en un modelo de ventilación en ratas la 

utilización de altos Vt durante un perídodo breve de tiempo (30 minutos) 

promueve la aparición de alteraciones de la mecánica pulmonar (Figura 13 

A y B) y de la estructura a nivel histológico (Figura 13 C y 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 mecánica respiratoria (A y B) e 

histología (B y C).  A) Delta P2, rs es una medida que refleja las propiedades visco 

elásticas de la vía aérea periférica principalmente. B)  DeltaP2, l refleja las del 

pulmón. C) Relación 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 propósito de este proyecto es contribuir a dilucidar la repercusión de la 

ventilación mecánica en la composición y estructura del  surfactante 

pulmonar  en un modelo de lesión pulmonar establecido dentro de la lógica 

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  ventilación mecánica lesiva. 

 
 

3.2 Objetivos específicos   

 

3.2.1 Constitución y puesta a punto del modelo experimental de lesión 

pulmonar guiado por cambios de presión. 

 

3.2.2 Determinar los efectos de las distintas estrategias ventilatorias  en 

la estructura del tejido pulmonar mediante análisis histológico. 

 

3.2.3 Desarrollar y poner a punto un método de cuantificación de 

fosfolípidos mediante HPLC, para poder determinar alteraciones 

en la composición 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 vía intraperitoneal. El nivel de 

anestesia fue comprobado a través de la observación de movimientos 

reflejos frente a estimulo doloroso mínimo, (Protocolo de experimentación 

bajo las normas y aprobado por la Comisión Honoraria de Experimentación 

Animal, CHEA). Se le realiza a cada rata una traqueotomía y luego se 

sacrifica el animal mediante exsanguinación, para luego proceder a la 

extracción en bloque de pulmón y corazón sin haber sufrido ningún tipo de 

dolor. 

 

4.2 Ventilación Mecánica  

Se induce injuria pulmonar por ventilación mecánica (VILI) utilizando un 

patrón ventilatorio con sobredistensión inspiratoria y colapso espiratorio. 

Teniendo en cuenta que hasta la fecha no existe una adecuada correlación 

entre volumen alveolar y tensión superficial de la interfase aire-líquido, era 

poco probable que se puediera identificar un punto de tensión superficial 

comparable a 6, 8 o 15 ml/k de volumen de trabajo, por lo que decidimos 

guiar los patrones ventilatorios por presión de trabajo y no por volumen 

corriente como variable determinante de protección o lesión pulmonar.  

De esta manera se plantearon  cinco grupos de trabajo definidos por las 

condiciones mecánicas asociadas a la asistencia ventilatoria: 

Grupo 1. Control no ventilado: permite analizar el tejido pulmonar y el 

surfactante alveolar sin la intervención de la ventilación mecánica. 

Grupo 2. Presión de trabajo 10 cmH2O, PEEP 2 cmH2O: explora el efecto de 

presión de trabajo baja con un nivel mínimo de PEEP semejante al cierre 

glótico. 

Grupo 3. Presión de trabajo 10 cmH2O, PEEP 5 cmH2O: con iguales 

condiciones de presión de trabajo que el grupo anterior, pero con el nivel de 

PEEP habitual que define el límite de lesión pulmonar. Máximo potencial 

protector pulmonar. 

Grupo 4. Presión de trabajo 20 cmH2O, PEEP 2 cmH2O: presión de trabajo 

alta con nivel mínimo de PEEP. Máximo potencial de daño pulmonar. 
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Grupo 5. Presión de trabajo 20 cmH2O, PEEP 5 cmH2O: explora potencial 

efecto protector de PEEP. 

Los grupos con VM se ventilaron durante 30 minutos en las condiciones  

establecidas  para cada grupo. 

 

4.3 Dosificación de Surfactante  

Para valorar la repercusión en el surfactante obtuvimos muestras de lavado 

broncoalveolar (LBA) para cada pulmón aislado. Se obtuvieron 

introduciendo  15 mililitros de suero fisiológico por la tráquea  y vertiendo 

su contenido en un recipiente, este procedimiento se repitió un total de 5 

veces (con motivo de uniformizar la extracción del LBA). 

El líquido así obtenido es centrifugado a 1.000 xg a 4°C durante 5 minutos, 

utilizando una centrífuga 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 análisis posterior. Del LBA se 

extrajeron los FL del surfactante por un protocolo para extracciones 

lipídicas de muestras líquidas (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 lipídico y luego se centrifuga por 10 minutos a 400g, quedándonos 

con la fase orgánica y evaporándola bajo N2. La muestra se resuspendió con 

metanol a efectos de no incluir cloroformo en la columna, lo cual genera un 

aumento de ruido en la señal del detector por la importante absorción del 

mismo a la longitud de onda de trabajo. Se logró una buena resolución de la 

extracción lipídica a partir de 4 ml de LBA y re suspensión en 500 μl de 

metanol. 

Las ratas utilizadas para análisis histológico solo fueron ventiladas   durante 

30 minutos en las condiciones descriptas anteriormente.  

 

4.4 Determinación de la concentración de fosfolípidos 

 La cuantificación de fosfolípidos se realizó a todas las muestras siguiendo el 

método de Rouser (Rouser-1966). Este método se basa en la determinación 

del contenido de fósforo presente en los fosfolípidos previa conversión en 

fosfato inorgánico. Es necesario preparar una curva estándar con KH2PO4, 

que se coloca en tubos de vidrio, así como las muestras problema y se 

secaron en un baño de arena a temperatura aprox. 260ºC. Luego de que no 

quedaran resto de solvente se realizó la mineralización del fósforo, 
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incubando a las muestras con 450 μl de ácido perclórico a 260ºC durante 60-

90 minutos con los tubos tapados con canicas de de vidrio para evitar la 

evaporación. Una vez mineralizado el fósforo se cuantificó mediante la 

reacción con 0.5 ml de molibdato de amonio 2.5% (p/v) y 0.5 ml de ácido 

ascórbico 10% (p/v) y se diluyó con 3.5 ml de agua miliQ. Para revelar el 

color se incuban los tubos durante 7-10 minutos a 100ºC en un baño de 

agua. Tras parar la reacción con hielo la absorbancia de cada tubo se midió 

en un espectrofotómetro convencional a 820 nm. 

 

4.5 Cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

4.5.1 Determinación del perfil  y cuantificación de especies 

fosfolipídicas  

 

El perfil de fosfolípidos fue caracterizado por cromatografía 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 

fosfolipídicas con una columna de sílica cuyas dimensiones fueron 250x4.6 

mm y 5 µm de tamaño de partícula. La fase móvil fue acetonitrilo: metanol: 

ácido fosfórico en proporciones 100:40:0.4 v/v, cromatografía isocrática, 

modificación del método de Shafiq (Shafiq -1991) y se utilizó un flujo de 1 

ml/min con el horno de columna a 50ºC. Los fosfofolípidos fueron 

identificados y cuantificados a través de una curva de calibración para cada 

especie (Fosfatidilserina FS, fosfatidiletanolamina FE, fosfatidilcolina FC y 

esfingomielina SM). 

 

4.5.2 Cuantificación de Colesterol  

Para cuantificar el nivel de colesterol presente en cada grupo de trabajo se 

utilizó una  columna Hypersil ODS 5µm, 4.0x250 mm Hewlett Packard, y 

como fase móvil una mezcla de Metanol y 2-Isopropanol en una proporción 

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 utilizó un “pool” de     

muestras para cada grupo, lo que dio como resultado, una muestra por cada 

grupo de concentración más elevada, facilitando la medición.  

           

4.6 Análisis Histológico  
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Los  cortes de pulmón  se tiñeron con hematoxilina y eosina, se             

observaron los preparados histológicos de pulmón derecho (Lóbulo 

superior, medio e inferior)  y se tomaron las imágenes de microscopia con 

un microscopio óptico Nikon Optiphot usando un objetivo 40x/0.60 NA y el 

software Image-Pro-Plus. El posterior análisis de las imágenes se  realizó 

utilizando dos software. Se midió el grosor de los tabiques, como elemento 

sugestivo de edema pulmonar, utilizando el software de dominio público 

ImageJ (1.48v, Wayne Rsband, NIH-USA) y el área del espacio alveolar, como 

indicio de colapso alveolar, utilizando  el software Image-Pro-Plus 4.5.1.  

 

 

4.6.1 Procesamiento de  imágenes para cuantificar grosor 

de tabique  

 

Para realizar la medición de grosor de tabique se utilizó el software ImageJ 

(1.48v, Wayne Rsband, NIH-USA). Las imágenes fueron tomadas en formato 

RGB por lo que el primer paso del análisis consiste en convertir las imágenes 

RGB a imágenes 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 opción “straight”, función que permite realizar una línea 

recta en el ancho del tabique (Figura 14-C). Luego de lo cual  se selecciona la 

opción “Analyze-Measure” que me permitirá 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).  
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Figura 14. A) imagen RGB correspondiente a pulmón derecho, lóbulo inferior, sin 

ventilar (Grupo 1). B) Imagen transformada a 8 bits, rango dinámico de 0 a 256. C) 

Imagen aumentada donde se puede identificar el trazo en línea 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 imágenes para cuantificar área 

alveolar  

  

Como se mencionó anteriormente se utilizó el software Image-Pro-Plus 4.5.1 

para cuantificar área alveolar como medida directa de colapso alveolar. Las 

imágenes tomadas se encuentran en formato RGB, primeramente 

necesitamos convertir las imágenes RGB en imágenes en escala de gris (8 

bits) (ver figura 15 A y B). Luego de lo cual se procede a ajustar la intensidad 

de la imagen para lograr una mejor definición, lo que permitirá obtener un 

mejor ajuste de la máscara (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 píxeles vecinos logrando una mejor resolución (Figura 15-

C). Posteriormente se procede a obtener una máscara 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 máscara al 

convertir la imagen intensidad en una binaria (blanco y negro), la cual será 

la información necesaria para proceder con el análisis. El color negro 

corresponde a nuestra región 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 medición de área, para eso, vamos a pseudo color, seleccionamos 

la opción File y  dividimos  la imagen en 2 colores. La imagen obtenida 

muestra ahora nuestra zona de interés en color rojo y la opción Áreas nos 

permite obtener el valor del área de interés (Figura 15-F).  
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Figura 15. A) imagen RGB correspondiente a pulmón derecho, lóbulo inferior 

ventilado en condiciones de P20/PEEP10 (Grupo 5). B) Imagen transformada a 8 

bits, rango dinámico de 0 a 256. C) Ajuste del histograma de intensidad para 

incrementar el contraste entre las dos regiones. D) Aplicación de la mascara 

(Threshold). En negro pueden verse los pixeles que se selecciona para realizar la 

máscara en nuestra región de interés. E) Imagen obtenida luego de eliminar el 

ruido y suavizar. F) Imágenes de las zonas analizadas, en rojo se muestra nuestra 

región de interés. El plugins pseudo color-área permite obtener el valor 

correspondiente de área para el espacio alveolar.   

 

 

4.7 Microscopia multi-fotónica, resuelta en el tiempo (FLIM) o 

espectral con microscopio DIVER 

 

La aplicación de la microscopia de fluorescencia resuelta en el tiempo 

(FLIM) ha permitido evaluar los cambios metabólicos celulares o en tejidos 

por la autofluorescencia proveniente del NADH (Datta-2016). El tiempo de 

vida de una molécula fluorescente es un rasgo característico y nos permite 

interrogar que le esta sucediendo a esta molécula durante el tiempo que le 

lleva emitir su fluorescencia. A través de la excitación por dos fotones a una 

longitud de onda en el rango de 710-780 nm es posible estudiar la 

autofluorescencia como herramienta de evaluación metabólica del tejido 

(Stringari-2019). Para la excitación por dos fotones es necesario utilizar luz 

pulsada y focalizarla en el tejido a través de la óptica del microscopio. Estos 

láseres pulsados pueden ser usados para estudiar el decaimiento de una 

molécula fluorescente a partir de la construcción de un histograma de 

tiempo de vida (Malacrida-2017, Ranjit-2018). Existen dos maneras de 

obtener la información 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 instrumentación con la que se cuente en el labortorio.  

Para el análisis de los resultados de FLIM nosotros hemos utilizado los 

gráficos de fasores (Jameson-1984, Digman-2008) (Figura 16). El método de 

fasores utiliza la transformada de Fourier para calcular los parámetros G 

(real, en el eje x) y S (imaginario, en el eje y) y graficarlos en un gráfico polar 

siguiendo la matemática descriptas por Weber (Weber-1981):  

 

    
∫  ( )    (  )   
 

 

∫  ( )  
 

 

 

    
∫  ( )    (  )   
 

 

∫  ( )  
 

 

 

 

Donde ω es la frecuencia de modulación angular, igual a 2πf, y f = 1 / T es la 

frecuencia de repetición del láser y T es el período del láser. El círculo 

universal se define como un semicírculo 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: Gráfico de fasor y sus propiedades. A) La escala del gráfico fasor está dada por 

la tangente del ángulo según la relación = tan (t) y en un rango relacionado con la 

frecuencia angular = 2π / T (donde T=12.5 ns en nuestra configuración experimental). 

En puntos azules, un decaimiento exponencial único 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 posición (0,0). B) 

Las reglas de fasores predicen que para un píxel con una combinación lineal de dos 

tiempos de vida exponenciales simples (a saber, cursores azul y verde, vida corta y larga, 

respectivamente) la posición medida debe estar en un punto de la línea que une los dos 

componentes individuales (punto anaranjado). La fracción de cada componente se puede 

determinar siguiendo la regla de Lever (palanca). C) Para una reacción en el estado 

excitado se espera una posición fuera del círculo universal debido al retraso en la emisión 

de la especie excitada, un ejemplo de tal reacción es el efecto de relajación dipolar 

(Malacrida-2017). D) Gráfico de fasor para datos espectrales. Los movimientos en el eje 

angular (en sentido anti horario) corresponden a movimientos del espectro desde los 

valores de  menores a mayores (del azul al rojo), los movimientos en el eje axial (a 

medida que se apartan de 0) se corresponden con la disminución del ancho del espectro. 
Cuando el espectro se hace “más ancho”, el fasor se moverá hacia el centro del gráfico 

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 píxel 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 (M, fase). 

Los fasores poseen las propiedades de combinación lineal y reciprocidad de 

los vectores, que son de gran utilidad para el análisis de los datos de FLIM. 

La combinación lineal significa que si tenemos dos decaimientos 

exponenciales simples (NADH libre o unido), estos deberían estar en algún 

lugar del círculo universal. Si mezclamos una fracción de ambos 

componentes, entonces su posición debería de aparecer en algún lugar de la 

línea que une ambos componentes (Figura 16 B). La propiedad de 

reciprocidad nos es útil para elegir una región de interés en los gráficos de 

fasores y poder reconocer en la imagen donde estan estos pixeles con 

determinada característica. Esta propiedad es válida en ambas direcciones 

(imagen  fasor). 

Para la obtención 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 

transmisión con una función seno o coseno para un rango espectral de 400-

650nm, más la intensidad total (Dvornikov&Gratton-2018).  

 

     (       ()   ())   ⁄ () 
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     (       ()   ())   ⁄ () 

 

   (              ) (               )    

   (              ) (               )    

 

Donde, Fcos es la intensidad de fluorescencia para el filtro coseno, Fsen es la 

intensidad de fluorescencia para el filtro seno, y I () 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 

modulación (Figura 16 D). Los gráficos de fasores espectrales comparten 

todas las propiedades descriptas anteriormente. 

Para las medidas de tiempo de vida y espectrales se utilizó un microscopio 

de diseño (DIVER, Deep Imaging Via Emission Recovery). El microscopio 

DIVER utiliza como fuente de iluminación un láser pulsado InSight DS + 

(Spectra Physics) para la excitación de dos fotones, sintonizable en el rango 

espectral de 680–1300 nm. Se utiliza un modulador acústico-óptico (AOM) 

de AA Opto-Electronics para ajustar la potencia del haz de excitación. El 

escáner XY (Cambridge Technology), está acoplado a la óptica de escaneo, 

construído utilizando cuatro dobletes acromáticos en disposición simétrica 

(lente de escaneo tipo Plössl), para minimizar las aberraciones y permitir un 

campo de visión amplio. Esta combinación de los espejos del  escaner de 15 

mm con lentes de 50 mm de diámetro nos permite lograr un campo de 

visión (FOV) de 2 a 3 veces más amplio en comparación con los 

microscopios comerciales. 

El sistema de imágenes también está equipado con un epi-detector H7422P-

40 (Hamamatsu). Tanto el detector DIVER como el epi-detector están 

conectados a un Fast-FLIMbox 320 (ISS) para permitir mediciones FLIM y 

análisis fasoriales. (Dvornikov & Gratton-2018, Dvornikov-2019). 
 

4.8 Análisis Estadístico 

 

Los resultados obtenidos de la cuantificación de cada fosfolípido en las 

distintas muestras,  así como  los obtenidos a partir de la histología (Medida 

de grosor de tabique y Colapso alveolar) fueron comparados  y  analizados 

mediante un análisis de Varianza (ANOVA). Este tipo de análisis permite 

comparar varios grupos en una variable cuantitativa, es una generalización  

del test de “t” (student) cuando se quiere comparar más de 2 grupos. 

Se utilizó el software GraphPad Prism 4 para el análisis estadístico. 
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5. RESULTADOS  

5.1   Constitución y puesta a punto del modelo experimental  

La primera etapa requirió la puesta a punto del modelo experimental de 

lesión pulmonar guiado por cambios de presión (P). Siguiendo los reportes 

publicados (Serpa-2016) el tejido pulmonar sano puede ventilarse de 

manera protectora con presiones de trabajo inferiores a 13 cmH2O y 

promovería la lesión con valores superiores a 16 cmH2O. Si bien esto es 

cierto para condiciones clínicas y experimentales de trabajo con sistema 

respiratorio completo (pulmones y caja torácica), debimos establecer 

condiciones experimentales con pulmón aislado que claramente 

promovieran protección y daño. De esta manera se establecieron dos 

presiones de trabajo, una protectora de 10 cmH2O y una potencialmente 

lesiva de 20 cmH2O. A esta condición de trabajo se asoció el componente de 

PEEP. Una PEEP baja puede ser insuficiente para estabilizar alvéolos y 

mantenerlos abiertos y está asociada con una mayor probabilidad de lesión 

pulmonar. Se definieron  entonces dos valores de PEEP, uno bajo de 2 

cmH2O y el recomendado en la clínica que es 5 cmH2O, con el fin de explorar 

los efectos de la PEEP asociados a diferentes combinaciones de presión.  
De este modo, se establecieron 5 grupos con diferencias en sus patrones de 

presión 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 presión de trabajo baja con un 

nivel mínimo de PEEP. El grupo 3, P10/PEEP5, con baja presión pero con el 

nivel de PEEP habitual, define el límite de lesión pulmonar y permite 

analizar el máximo potencial de protección pulmonar. El grupo 4, presión de 

trabajo alta potencialmente lesiva con nivel mínimo de PEEP, P20/PEEP2, 

define el máximo potencial de daño pulmonar y el grupo 5, P20/PEEP5, con 

alta presión pero PEEP habitual permite explorar un  posible efecto 

protector de la PEEP. 
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Una vez extraído el pulmón siguiendo el protocolo descripto en la sección 4, 

se procedió a realizar la ventilación mecánica a altas y bajas presiones de 

trabajo. Como se observa en la figura 23 a nivel macroscópico se observó un 

claro deterioro durante la ventilación mecánica con alta presión de trabajo. 

El pulmón de la derecha ventilado a alta presión (Figura 17-B) muestra 

claras evidencias de colapso, observable como cambios en la homogeneidad 

en la coloración del tejido, además una disminución considerable del 

volumen pulmonar y gran condensación del tejido, mientras que el ventilado 

a baja presión (Figura 17-A) mantiene una mejor distribución del gas 

alveolar. 
 

                 

A)                                                      B) 

   

 

 

Figura 17. Características macroscópicas del pulmón de rata después de 30 
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minutos de ventilación mecánica. A) Ventilado a bajas presiones de trabajo 

(P10/PEEP5), B) Ventilado a altas presiones de trabajo (P20/PEEP2).  

 

5.2    Análisis Histológico  
 

Los pulmones empleados para el análisis histológico fueron únicamente 

ventilados en las condiciones descriptas, no se les realizó LBA. El análisis 

histológico se llevó a cabo en pulmón derecho (lóbulo superior, medio e 

inferior). Se observaron tres preparados, uno por cada lóbulo y se 

obtuvieron 10 imágenes por cada uno. Se analizaron un total de 150 

imágenes por grupo de trabajo. 

Sé midió el grosor de los tabiques como medida indicativa de edema 

pulmonar y  el área del espacio alveolar como marcador de colapso alveolar. 

 

5.2.1 Medida de Grosor de tabique 
 

Una vez ventilado, se procedió a realizar cortes histológicos del tejido 

pulmonar. En la Figura 18 se puede observar que los cortes histológicos de 

pulmones ventilados a altas presiones de distención muestran diferencias 

notorias en base a una inspección 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 histológicos 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/PEEP5.  

 

Los resultados del análisis estadístico (Figura 19) muestran que a nivel de 

pulmón total el grupo 4 (P20/PEEP2) es el grupo con mayor lesión, presenta 

el mayor grosor de  tabique con una media  de 7,43 ± 1,06 µm (media ± 

desvío estándar). Se observó diferencia estadísticamente significativa 

cuando se lo comparó con el grupo control (no ventilado) que presentó una  

media de grosor de tabique de  4.46 ± 0.67 µm. El grupo 2 (P10/PEEP2) con 

media 5,98 ± 0.62 µm, mostró también diferencia significativa con el control, 

mientras que el grupo 3 (P10/PEEP5) máximo potencial protector, se 

comportó de forma muy similar al grupo control  con una media de 4.54 ± 

0.78 µm.  El grupo 5 (P20/PEEP5), con media de 5.4 ± 0.73 µm, no mostró 

diferencia significativa con el control pero si se observó diferencia cuando se 

lo comparó con el grupo 4, ambos tratados a la misma presión de trabajo 

(P20) pero diferente PEEP (2 y 5 respectivamente). 
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Figura 19. Análisis estadístico de la medida de grosor de tabique (µm) de los 

diferentes grupos de trabajo en pulmón total.  

 

Por otro lado se analizaron los resultados obtenidos para cada lóbulo por 

separado. Se realizó un análisis estadístico entre grupos e intra grupo. A 

nivel del lóbulo superior, los grupos 2 (P10/PEEP2) y 4 (P20/PEEP2) 

mostraron diferencia estadísticamente significativa con el grupo control (no 

ventilado). El grupo 2 aumentó 27,5% el grosor de tabique y por lo tanto el 

daño con respecto al grupo control, pasando de un grosor de tabique medio 

de 4,55 ± 0,71 a uno de 5,80 ± 0,54 µm, mientras que el grupo 4 mostró un 

aumento considerable, el daño se incrementó un 73,6% en relacion al grupo 

control.  En este lóbulo también se observaron diferencias entre los grupos 2 

y 4, donde el daño se vio aumentado en 36,2% cuando se aumentó la presión 

de 10 a 20 cmH2O en el grupo 4 y diferencias entre los grupos 4 y 5 

(P20/PEEP5), donde el grupo 5 disminuyó el daño un 30% comparado con 

el grupo 4 (ver figura 20-A). 

En el lóbulo medio el grupo 2 aumentó 32% el daño en relación al control y  

el grupo 4 lo hizo en un 57,9%. El lóbulo medio mostró además diferencia 

significativa entre los grupos 2 y 3 (P10/PEEP5), donde el daño cayó 28,3% 

en el grupo 3 pasando de un grosor medio de 6,18 ± 0,73 a uno de 4,43 ± 

0,56 µm. Por otro lado, se observaron diferencias cuando se compararon los 

grupos 2 y 4 y  los grupos 4 y 5, donde se observó un incremento del daño en 
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el grupo 4 de 19,6% en comparación al grupo 2 y 28,9% en referencia al 

grupo 5 (Figura 20-B). 

El lóbulo inferior mostró diferencias significativas entre el control y los 

grupos 2 y 4 aumentando el daño en 43,7 % y 71,6% respectivamente y 

entre los grupos 2 y 3 y 2y 4. El grupo 3 disminuyó el daño 26,3% mientras 

que el grupo 4 lo aumentó en 18,4%. Además se observaron diferencias 

entre los grupos 4 y 5 , donde el grupo 5 disminuyó el grosor de tabique en 

30% en comparación con el grupo 4 (Figura 20-C).  El analisis de los 

pulmones en sus lóbulos con un incremento significativo del grosor de los 

tabiques tanto en el lóbulo superior como en el medio e inferior confirma 

nuevamente el carácter lesional del grupo 4 ventilado a altas presiones y con 

nivel mínimo de PEEP. 

Para el análisis intra grupo presentamos los datos comparados contra el 

grupo control (1). Para esto generamos una gráfica en el que el valor medio 

y el desvío estándar de las tres regiones se graficó como referencia para 

comparar en un análisis global la lesión a lo largo del pulmón (Figura 21). 

Los resultados no mostraron diferencia estadísticamente significativa entre 

los diferentes lóbulos para ninguno de los grupos de estudio.  

 

 

 

Figura 20. Análisis estadístico de la medida de grosor de tabique (µm) entre 

grupos discriminado por lóbulo. A) medida de tabiques en el lóbulo superior, B) 

medida de tabiques en el lóbulo medio, C) medida de tabiques en el lóbulo inferior. 

 



 58 

 

 

Figura 21. Análisis estadístico de grosor de tabiques intra grupos para lóbulo 

superior, medio e inferior. Se puede observar en una franja el valor medio y los 

limites de desvío estándar para el grupo control (no ventilado). 

 

5.2.2 Medida de colapso alveolar 
 

Para el análisis de colapso alveolar se tomaron nuevas imágenes. La luz e 

intensidad no homogénea en las imágenes utilizadas para la medida de 

grosor de tabique inhibieron la posibilidad de aplicar los algoritmos de 

procesamiento de imágenes necesario para segmentar y cuantificar el 

colapso.  Las imágenes fueron tomadas en las mismas condiciones,  en un 

microscopio óptico invertido, usando un objetivo 40x.  Se obtuvieron 150 

imágenes por grupo que fueron procesadas utilizando el software image-

pro-plus 4.5.1.  

La figura 22 muestra las imágenes obtenidas a partir de los cortes 

histológicos de hematoxilina-eosina de pulmón para el análisis de colapso 

alveolar,  separadas por lóbulo (superior, medio e inferior). 
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.

 

 

 

Figura 22. Cortes histológicos correspondientes a pulmones tratados  en las 

condiciones descriptas anteriormente separados por lóbulo.  A) Lóbulo superior, 

B) lóbulo medio, C) lóbulo inferior.  

 

 

Se midió área del espacio alveolar y se realizó un análisis estadístico para 

pulmón total y para cada lóbulo por separado.  La figura 23 muestra los 

resultados del análisis obtenido para pulmón total donde se puede observar 

que todos los grupos de estudio mostraron diferencias significativas con el 

grupo control. El grupo 2 (P10/PEEP2) mostró una disminución del área 
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alveolar media de 12,6% con respecto al grupo control (no ventilado). Para 

el grupo 3 (P10/PEEP5) la disminución fue menor, el área se redujo un 8,4% 

y el grupo 5 (P20/PEEP5) mostró una disminución de 13,6%. Sin embargo, 

el grupo 4 (P20/PEEP2) mostró una disminución del tamaño alveolar  

notablemente  mayor con respecto al grupo control y al resto de los grupos, 

se observó una reducción del 60% del área. Se observa además diferencia 

significativa entre los grupos 2 y 4, ventilados ambos con mínimo nivel de 

PEEP. El grupo 2 tratado a baja presión mostró un colapso alveolar 53,10 % 

menor que el grupo 4 ventilado a alta presión. Los grupos 4 y 5 también 

mostraron diferencias significativas, el aumento de la PEEP en los grupos 

tratados a altas presiones permitió observar disminución del colapso en 

almenos un 52,5%. 

 

 
 

 Figura 23. Análisis estadístico de la medida de colapso alveolar de los diferentes 

grupos de trabajo en pulmón total. 

 

La figura 24 muestra los resultados obtenidos para el análisis estadístico 

entre grupos discriminado por lóbulo. El análisis mostró para el lóbulo 

superior diferencia estadísticamente significativa entre el grupo control y 

los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEP5), con un aumento del colapso de 

42,5% y 8,8% respectivamente. Se observó además en este lóbulo 

diferencias entre los grupos 2 (P10/PEEP2) y 4 (P20/PEEP2), donde el 
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colapso pasó de 8,72% a 42,5% al aumentar la presión y entre los grupos 4 y 

5. El grupo 5 disminuyó 37% el colapso alveolar comparado con el grupo 4.  

En el lóbulo medio todos los grupos mostraron incremento significativo del 

colapso en relación al control. El  grupo 2 aumentó 15,9% el colapso, el 3 

(P10/PEEP5)  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 

mostró una disminución significativa del colapso de 7,1 % y 10,2% cuando 

se lo comparó con los grupos 2 y 5 respectivamente. En el grupo 4 se 

observó un aumento del colapso de 55,6% en relación al grupo 2 y  de 53,9% 

en comparación con el grupo 5.  

El análisis en el lóbulo inferior mostró diferencias entre el grupo control y 

todos los grupos. Aumentó 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 aumentó el colapso, aunque en 

muy poca proporción (0,6%) cuando se aumentó la PEEP a 5 en el grupo 3.  

El grupo 4 aumento el colapso alveolar 49% en relación al grupo 2 y  49,1 % 

en comparación con el grupo 5. 

 

 
 

Figura 24. Análisis estadístico de la medida de colapso alveolar entre grupos 

discriminado por lóbulo. A) Lóbulo superior, B) lóbulo medio, C) lóbulo inferior. 

 

Finalmente, tal como realizamos para el engrosamiento de tabique se realizó 

un análisis intra grupo de los diferentes lóbulos. Para esto también 

desarrollamos una gráfica en la que comparamos todos los datos contra el 

control (Figura 25).  El grupo 2 (P10/PEEP2) mostró diferencia significativa 

entre el lóbulo superior y medio, el lóbulo medio presenta un colapso 9% 
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mayor que el  lóbulo superior. En el grupo 3 (P10/PEEP5) se observó 

diferencias entre el lóbulo superior y medio, el colapso pasó de 1,8% (lóbulo 

superior) a 9,5% (lóbulo medio). En este grupo también se observaron 

diferencias entre lóbulo superior e inferior, en el  lóbulo inferior se observa 

un colapso 10,3% mayor que el del lóbulo superior.  El grupo 4 (P20/PEEP2) 

mostró grandes diferencias entre el lóbulo superior y medio y lóbulo medio 

e inferior, donde el lóbulo medio aumento el colapso 20,4% respecto al 

superior y 9% con respecto al lóbulo inferior. El lóbulo superior e inferior 

también mostró diferencias significativas, el inferior aumentó el colapso 

11,4% con respecto al lóbulo superior. El grupo 5 (P20/PEEP5) presenta 

diferencias entre el lóbulo superior y medio y el lóbulo medio e inferior. Al 

igual que en el resto de los grupos, el lóbulo medio es el que presenta mayor 

colapso, aumentando 12,8% y 10,9 % con respecto a los lobulos superior e 

inferior respectivamente. El lóbulo que presenta mayores diferencias es el 

lóbulo medio, aumentando el colapso considerablemente en todos los 

grupos pero especialmente en el grupo 4.  

 

 

 

Figura 25. Análisis estadístico de colapso alveolar intra grupos para lóbulo 

superior, medio e inferior. Se puede observar en una franja el valor medio y los 

límites de desvío estándar para el grupo control (no ventilado).  



 63 

 

5.3 Cuantificación de fosfolípidos. 

Una vez obtenido el lavado broncoalveolar, se procedió a realizar la 

purificación del surfactante mediante sucesivas centrifugaciones con el fin 

de  eliminar contaminantes. Se realizó una extracción orgánica y una vez 

obtenido el extracto orgánico de surfactante pulmonar para cada una  de las 

muestras se re-suspendieron en un volumen final de 500 µl de metanol.  

 

5.3.1 Cuantificación de fósforo  

Se realizó la cuantificación de fósforo a todas las muestras mediante la 

construcción de una curva de calibración con KH2PO4  (0,05 mg/ml), se 

utilizó como estándar una muestra de DPPC (1mg/ml). En el grupo control 

(no ventilado) la concentración fue de 9 ± 0,7 x 10 -2 al igual que en el grupo 

5 (P20/PEEP5). Para el grupo 2 (P10/PEEP2) se obtuvo una concentración 

de 8 ± 1 x 10 -2 y los grupos 3 (P10/PEEP5) y 4 (P20/PEEP2) mostraron las 

mayores concentraciones, 12 ± 0,7 x 10 -2 y 11 ± 0,8 x 10 -2 respectivamente.  

La curva de calibración se puede observar en la figura 26 y los resultados 

obtenidos de la cuantificación se muestran en la tabla 2.  

 

 

 

 

Figura 26. Curva de calibración con KH2PO4 para cuantificación de fósforo. 
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5.3.2  Cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

La primera etapa consistió en la elección y puesta a punto del método 

cromatográfico. Se exploraron dos métodos cromatográficos de separación 

de especies fosfolipídicas descriptos por Safiq (Safiq- 1991). Ambos métodos 

con fase móvil  acetonitrilo: metanol: ácido fosfórico en dos proporciones 

100:10:1.8 v/v y 100:40:04 v/v, con flujo de 1 ml/min y en condiciones 

isocráticas.  

Se corrieron los estándares de cada fosfolípido (fosfatidilserina PS, 

fosfatidiletanolamina PE, Fosfatidilcolina PC y esfingomielina SM) y una 

mezcla de estándares para determinar cuál método de corrida era el más 

adecuado. Al realizar las corridas con el  método de proporciones 100:10:1.8 

v/v se observó que los tiempos de retención de los lípidos  eran muy 

distintos a los reportados en la bibliografía (Safiq-1991). Cuando se 

sustituyó el método por el de proporciones 100:40:0.4 v/v, se pudo ver que 

los tiempos de retención mejoraban notoriamente, el método número 2 

permitía reproducir los datos reportados en la bibliografía. 

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 retención de la mezcla de estándares, indicio de 

que las muestras obtenidas de LBA eran buenas y que estábamos pudiendo 

recuperar los fosfolípidos de interés. 

El cromatograma de la mezcla de estándares, así como el de la la muestra 

control se pueden observar en la figura 27. 
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Figura 27. Cromatogramas que ilustran la separación de fosfolípidos utilizando el 

método con fase móvil acetonitrilo: metanol: ácido fosfórico en proporciones 

100:40:04 v/v y en condiciones isocráticas.  A) Separación de fosfolípidos de una 

mezcla de estándares comerciales. B) Separación de fosfolípidos en una muestra de 

LBA de grupo control (no ventilado).  

 

 

 Cuantificación de especies fosfolipídicas 

Una vez identificado el método cromatográfico a utilizar  se procedió a 

realizar la cuantificación de fosfolípidos en las muestras de  LBA, para eso, se 

realizaron curvas de calibración para cada fosfolípido mediante la 

utilización de estándares comerciales por triplicado. Se graficó promedio de 

área del pico en función de la  concentración  de estándar (Figura 28). 
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Figura 28. Curvas de calibración para cuantificación de especies fosfolipídicas en 

LBA. A) Curva de calibración para los fosfolípidos Fosfatidilserina (PS) y 

esfingomielina (SM). B) Curva de calibración para los fosfolípidos Fosfatidilcolina 

(PC) y fosfatidiletanolamina (PE).  

 

Los resultados obtenidos de la cuantificación de cada fosfolípido se pueden 

observar en la tabla 3. Los valores se representan como valor medio ± 

Desvío estándar y las concentraciones están expresadas en µg/µl. 

Se realizó el análisis estadístico de los resultados para todos los grupos. Se 

observó para la PC, diferencia significativa entre el grupo control (no 

ventilado) y los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEP5). Su concentración 

pasó de 0,9 ± 0,02 µg/µl  a 2,38 ± 0,22 µg/µl en el grupo 4, lo que supone un 

aumento de 167%. En el grupo 5 se observó un aumento de 33,3% en la 

concentración de PC. Por otro lado se encontró diferencia significativa 

cuando se comparó los grupos 4 (P20/PEEP2) y 5 (P20/PEEP5), ambos 

ventilados a la misma presión pero con diferente PEEP, en donde se pudo 

observar que el grupo 5 presenta una disminución en la concentración de 

49,5% en relación al grupo 4. Los grupos 2 y 3 y los grupos  2 y 4 tambien 

mostraron diferencias. En el grupo 3 aumentó la concentración 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 concentración de 0,8 ± 0,08 µg/µl a una de 

2,38 ± 0,22 µg/µl.  

Para la PE los grupos ventilados a altas presiones 4 y 5 mostraron 

incrementos significativos en las concentraciones. La concentración pasó de 

0,02 ± 0,01 a 0,13 ± 0,02 en el grupo 4 aumentando 550% y a 0,06 ± 0,01 en 
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el grupo 5 observándose un incremento en la concentración de 200%. Los 

grupos 2 y 4 y los grupos 3 y 5 también mostraron diferencias, la 

concentración aumentó en el grupo 4 y en el grupo 5 respecto de los grupos 

2 y 3 respectivamente.  Cuando se comparó a los grupos 4 y 5 se pudo 

observar que el grupo 5 disminuyó notoriamente su concentración, se 

observa una disminución de 116% en relación al grupo 4.  

Para la PS también se observó 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 disminución 

de las mismas. La SM mostró en cambio, un aumento significativo en su 

concentración en el grupo 2 que no se había observado en los demás 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 demás FL. Se destaca un incremento en la concentración de 

SM de 100% para el grupo 4 en relación al control contra aumentos 

observados de 165% en la concentración de PC y de 550% y 300% para PE y 

PS respectivamente.  

Los resultados estadísticos antes mencionados para cada fosfolípido se 

pueden observar en la figura 29, además  se ilustra en la figura 30 un gráfico 

de estrella en donde se puede observar a todos los fosfolípidos y las 

diferencias entre grupos en forma más global. 
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Figura 29. Cuantificación y análisis estadístico de  cada fosfolípido  en los 

diferentes protocolos de ventilación. A) Fosfatidilserina (PS), B) 

Fosfatidiletanolamina (PE), Fosfatidilcolina (PC) y D) esfingomielina (SM). 

*** p˂0,001 ** p˂0,01 * p˂0,05. 
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Figura 30.  Gráfico de estrella que ilustra la distribución de cada fosfolípido 

cuantificado en los distintos  grupos de estudio, en función de la cantidad de 

lípidos totales cuantificados. Cada eje representa un fosfolípido. Para la confección 

del gráfico se utilizaron los datos de la tabla 3.  

 

 

 Cuantificación de colesterol  

Dado que la cuantificación de fosfolípidos en cada una de las muestras de 

LBA dio como resultado concentraciones muy bajas, para cuantificar el nivel 

de colesterol presente se realizó un “pool” de muestras para cada grupo de 

trabajo, de modo que la medición en HPLC siguiendo el protocolo descripto 

en la sección 4.5.2, se llevó a cabo en una muestra por cada grupo. Se realizó 

una curva de calibración mediante la utilización de un estándar de colesterol 

con concentraciones 0.25, 0.625, 1.25, 1.875, 2.5 mg/ml (Figura 31). 

Se observó un aumento de la concentración 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 calibración para cuantificación de colesterol mediante HPLC.  
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Figura 32.  Representación gráfica de la cuantificación de colesterol en cada grupo 

de trabajo, en función de la concentración total. Para la confección del gráfico se 

utilizaron los datos de la tabla 4. 

 

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

Como método de análisis novedoso del efecto de los diferentes tipos de 

ventilación mecánica sobre el tejido pulmonar se propuso utilizar las 

medidas de fluorescencia endógena del tejido como herramienta de 

valoración del daño pulmonar. Para eso se realizaron dos tipos de medidas 

en cortes de tejidos pulmonares sin tinción:1) decaimiento de fluorescencia 

del NADH, y 2) información espectral de la fuorescencia endógena 

(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 (púrpura a rojo, 

respectivamente) (Figura 33 B). Los resultados del análisis  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 púrpura) en relación al control y al 

grupo tratado a baja presión, en los que se puede observar un mayor nivel 

de NADH unido (Figura 33 C). 

El segundo tipo de análisis se realizó colectando información espectral del 

tejido pulmonar (Figura 33 D, E y F). El FAD, forma oxidada del dinucleótido 

de flavina y adenina es una molécula autofluorescente también utilizada 

como marcador metabólico. El FAD y el NADH pueden ser separados 
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espectralmente, por lo que, a través de colectar  información de intensidad 

de fluorescencia con filtros de transmisión con función seno/coseno y 

transformando los datos en dominio de la frecuencia podemos obtener el 

gráfico de fasor espectral donde se encuentra la información espectral de 

nuestra muestra. La relación entre FAD y NADH se utiliza como índice redox. 

En nuestro caso, lo utilizamos como un “fingerprint” del daño pulmonar. 

Para los datos espectrales cada pixel de la imagen corresponde a un 

espectro.  

El análisis 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 distribución espacial de la 

información muestra diferencias que podrían servir para análisis más 

complejos con algoritmos de reconocimiento de patrones como los 

utilizados en algunas herramientas de inteligencia artificial.  

 

 
Figura 33: Resultados preliminares de medidas de autofluorescencia en tejido pulmonar 

utilizando microscopia bifotónica con resolución en el tiempo o espectral (microscopio  

DIVER). A) Imágenes 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/PEEP5). B) Gráfico de fasor para el análisis de los datos de tiempo de vida de 

la fluorescencia del NADH. El  tiempo de vida aumenta en sentido antihorario hacia la 

posición (0,0). El NADH libre tiene un tiempo de vida ∼ 0,4 ns,  mientras que NADH unido 
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posee un tiempo de vida más largo (∼ 3,4 ns). La línea que une ambos puntos representa 

la combinación  lineal de diferentes fracciones del NADH libre o unido. La escala de color 

representa las diferentes fracciones del NADH libre y unido (del púrpura al rojo, 

respectivamente). F) Imagen de pseudocolor generada a partir de la escala de color 

elegida en el gráfico de fasor (B) del tejido pulmonar en los grupos control, 3 y 4.  

D) Imágenes de intensidad de fluorescencia promedio para el análisis espectral por filtros 

de seno/coseno de los tejidos pulmonares en el grupo control, grupo 4 (P20/PEEP2) y 

grupo 3 (P10/PEEP5).   E) Gráfico 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 

posición (1,0)  = espectro más rojo) en sentido antihorario y el ensanchamiento de los 

espectros como un cambio en la modulación (distancia al centro del fasor, mayor 

modulación = espectro más angosto). F) Imagen de pseudocolor generada a partir de la 

escala de color elegida en el gráfico de fasor (E),  grupo control, 3 y 4. La escala indica la 

fracción de fluorescencia proveniente del FAD y NADH, rojo o púrpura respectivamente.   
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6. DISCUSIÓN  

La ventilación mecánica ha sido el motor generador de daño pulmonar 

elegido para este modelo experimental. Al mismo tiempo, todos los avances 

que se obtienen a partir de nuestra aproximación tienen como objetivo 

aportar elementos para comprender el rol del surfactante pulmonar y, en 

último 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 traslación futura a la práctica clínica. 

¿Cómo genera daño este modelo de VILI? 

Una de las principales virtudes de utilizar la ventilación mecánica como 

mecanismo generador de daño pulmonar es que replica condiciones muy 

similares a las que se utilizan en clínica, lo que lo convierte en un modelo 

valioso. Sin embargo, la deformación mecánica de un sistema complejo como 

es el respiratorio genera múltiples estímulos a estructuras, vías y 

mecanismos que muchas veces escapan al control del investigador y por lo 

tanto limitan la identificación unívoca de una respuesta a la hipótesis 

planteada. 

Por ese motivo hemos definido una estrategia de experimentación con 

algunas características: desarrollo de un diseño experimental simplificado 

(4 grupos de estudio con patrones de ventilación precisos), selección de un 

vector de lesión claro (cambio cíclico de presión en vía aérea representado 

por la driving pressure y la PEEP) y determinar un contexto de mecánica 

pulmonar que permita analizar un objetivo principal (análisis estructural y 

funcional del surfactante pulmonar como pieza clave del daño pulmonar 

generado). 

Independientemente de estas consideraciones previas existen determinadas 

condiciones inherentes al modelo de pulmón aislado que deben ser 

claramente establecidas para comprender alguno de los resultados 

obtenidos. 

En primer lugar, al tratarse de un modelo de ventilación en pulmón aislado 

todo el sistema tiende al colapso debido al retroceso elástico pulmonar sin el 

contrapeso de la caja torácica. Esto implica que el nivel de apertura alveolar 

conseguido dependerá básicamente de la actividad del surfactante pulmonar 

y del nivel de PEEP aplicado. 

En segundo lugar,  el modelo de ventilación se desarrolla con los pulmones 

“colgados” y no suspendidos en líquido, 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 año 2011 (Briva-

2011A) donde la ventilación mecánica se desarrolló con el tórax cerrado y 

los animales en decúbito supino. En esa ocasión se observó 

independientemente del protocolo de ventilación aplicado  la tendencia al 

colapso en los sectores dorsales (área dependiente con mayor efecto 

gravitacional y la corrección con la aplicación 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 

participación de activación inflamatoria sistémica y endovascular 

notoriamente. Partimos de pulmones todos iguales y los sometemos a 

diferentes condiciones de estrés mecánico  que formalmente se mantienen 

en el tiempo (presión en via aérea, frecuencia respiratoria, etc), pero que 

progresivamente deterioran el surfactante, por lo que la mecánica pulmonar 

va necesariamente variando a lo largo de los 30 minutos. Esto agrega un 

componenete “temporal” (el tiempo mínimo de ventilación mecánica lesiva 

para generar cambios en la mecánica) y la aparición del deterioro “regional” 

gracias al componente gravitacional (permanente) sumado a la disfunción 

del surfactante (progresivo). El gradiente de distribución vertical que se 

genera se superpone al estiramiento mecánico inducido por el ventilador. De 

ahí la importancia de comparar las tres regiones (superior, media e inferior) 

dentro de cada grupo y como se modifica (o no) cada región 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 sabía hasta el momento acerca de este concepto en VM 

guiadas por presión.   

El análisis del tejido pulmonar luego de la VM muestra que efectivamente 

hay diferencias entre las tres regiones. Además estas diferencias se acentúan 

en los grupos donde los pulmones fueron ventilados a altas presiones de 

trabajo. Cada sector tiene una dinámica diferente, el lóbulo superior está 

más abierto y tiene una respuesta lineal; el sector medio es de transición 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 más 

errática.  Se puede observar que los grupos ventilados a altas presiones de 

trabajo (grupos 4 y 5, Con VM a presión de 20 mmH20) muestran claras 

evidencias de edema pulmonar y colapso alveolar en relación al resto de los 

grupos, además el daño está mayoritariamente localizado en el lóbulo 

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 lesión 

confirmaría lo expuesto por autores como Das (Das-2019). Del análisis 

aportado por Das a través de su modelización, se observa como mantener 

PEEP constante con VT creciente conduce a aumento del estiramiento del 

tejido, reclutamiento por volumen y potencia mecánica. Todas estas 

variables se han asociado con aumento de la morbimortalidad de pacientes y 

de manera esquemática reflejan lo que se genera en nuestro modelo con los 

grupos 4 y 5. Sin embargo si observamos más detenidamente el 

comportamiento de estos dos últimos grupos “de lesión” en su capacidad de 

homogeneizar la distribución del gas alveolar podríamos 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 composición del surfactante.  

El análisis por HPLC permitió la separación y cuantificación de todos los  

fosfolípidos del surfactante. La cuantificación muestra que todos los 

fosfolípidos 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, fosfolípido más abundante del 

surfactante y principal responsable de su función tensoactiva, el cual 

aumentó su concentración más del doble en relación al grupo control y a los 

grupos ventilados a bajas presiones. Los fosfolípidos minoritarios PE, PS  y 

SM que poseen características 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 características 

fisiológicas de los animales en estudio, peso, frecuencia cardíaca, 

temperatura corporal. El análisis también permitió identificar diferencias en 

las concentraciones de colesterol entre los distintos patrones ventilatorios. 

Al igual que los fosfolípidos se observó aumento del colesterol en los grupos 

lesivos, lo que confirmaría que hay una fuerte correlación entre los 

fosfolípidos y el colesterol y que la VM con distintos patrones altera en gran 

medida la composición del surfactante. Estos resultados se correlacionan 

con estudios previos.  

En el año 1995 Orgeig y colaboradores habían demostrado por primera vez 

que que la composición del surfactante alveolar en mamíferos puede 

cambiar rápidamente en respuesta a un estímulo fisiológico y que la 
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naturaleza de ese cambio en la composición depende del patrón de 

respiración. En ese caso un aumento de la frecuencia respiratoria aumentó 

notablemente las concentraciones de colesterol y fosfolípidos en el espacio 

alveolar (Orgeig-1995). Datos anteriores ya informaban acerca del aumento 

en la secreción de surfactante como respuesta a volúmenes corrientes altos 

en pulmones aislados de rata (Nicholas-1982). Nuestros resultados ponen 

envidencia que además patrones de VM con altas  presiones producen 

alteraciones de la composición del surfactante.  

El aporte de PEEP si bien muestra un efecto positivo en los valores, no logra 

corregirlos completamente. Cuando se aumentó la PEEP en el grupo 5, el  

patrón ventilatorio fue mas cercano al de lesión máxima que al protector. 

Esta aparente discordancia se puede comprender ya desde trabajos 

pioneros (Nieman-2017) donde se establece que la utilización de un nivel 

adecuado de PEEP no aleja de la posibilidad de daño pulmonar. En ese caso 

la utilización de PEEP no evita la posibilidad de daño pulmonar si esta se 

asocia a un Volumen corriente elevado que promueve la ventilación por 

encima del Punto de Inflexión Superior de la relación P-V. 

¿EL patrón ventilatorio protege/lesiona al tejido pulmonar o al surfactante? 

Todos los investigadores coinciden en que la apertura y colpaso alveolar 

cíclicos conducen invariablemente a diferentes grados de lesión pulmonar. 

Al mismo tiempo está bastante bien establecido que la magnitud de ese daño 

además está relacionado con la intensidad del estímulo (en valores 

absolutos o a lo largo del tiempo).  

Profundizando el análisis, nuestros resultados están 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 

transición micromecánica generan “concentradores de  estrés”. Estos 

gradientes a través de las paredes alveolares promueven la aparición de 

atelectasias no lobares que amplifican a nivel tisular el efecto estresor y 

conducen a la alteración ostensible de la mecánica pulmonar.  El concepto 

general de concentradores de stress es altamente compatible con la 

repercusión alveolar, la generación de microgradientes y la alteración 

progresiva del surfactante pulmonar como origen de la transición entre el 

stress mecánico provocado por la ventilación mecánica y el biotrauma 

propuesto hace ya varios años (Serpa-2012, Cressoni-2014, Retamal-2014, 

Wellman-2014). 

Por otro lado nos planteamos identificar con herramientas de fluorescencia 

y microscopia esas zonas de transición generadas por concentradores de 

estrés. La autofluorescencia o fluorescencia endógena se ha utilizado 

durante mucho tiempo como marcador molecular para estudiar cambios 
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metabólicos en células y tejidos (Stringari-2012, Datta-2016, Ranjit-2017). 

El NADH y FAD  son las moléculas autofluorescentes más importantes en la 

célula y se convirtieron en herramientas muy útiles como huellas 

metabólicas en fisiología y patología. Se ha demostrado que los cambios en 

el metabolismo celular se correlacionan con la relación NAD+/NADH en la 

célula, conocida como índice metabólico (Winkler-2015, Köhler-2018). Los 

cambios en el metabolismo provocan variaciones en la relación de NAD+/ 

NADH y que se correlacionan con la proporción de NADH libre o unido 

(Stringari-2011, Wright-2012). Cuando el NADH libre es alto, esto es 

indicativo de un metabolismo más glucolítico (efecto Warbung). Por el 

contrario, sí el NADH unido a enzimas aumenta, esto es indicativo de un 

incremento en la fosforilación oxidativa (Digman-2008, Ma-2016). Las 

mediciones basadas en intensidad de fluorescencia son un sistema complejo 

y dependen de los rendimientos cuánticos de las especies contribuyentes en 

el sistema. Sin embargo las medidas de fluorescencia resueltas en el tiempo 

son independientes de la concentración, por lo que, la microscopía de 

fluorescencia resuelta en el tiempo (FLIM) se ha convertido en una de las 

técnicas no invasivas más utilizadas para estudiar el metabolismo celular 

(Stringari-2012, Datta-2016, Ma-2016, Ranjit-2019). Debido a la resolución 

espacial y temporal única que posee permite estudiar el metabolismo celular 

en gran detalle y correlacionar los cambios del metabolismo en diferentes 

partes de la célula con resolución de píxeles (Ranjit-2019). Para el análisis 

de los datos de FLIM se utilizan gráficos 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 proporción de NADH libre mientras 

que el grupo control muestra un mayor nivel de NADH unido. El grupo 3 

(P10/PEEP5) mostró resultados intermedios, indicando algún tipo de  daño 

pero disminuyendo la severidad con respecto al grupo con más presión y 

menor PEEP. Esto concuerda y robustece los datos anteriomente discutidos, 

dado que además de identificar cambios estructurales, también existen 

bases bioquímicas y funcionales no visibles con microscopía convencional. 

Vale destacar que el valor metabolico en muestras fijadas es discutible, dado 

que el proceso de fijación puede afectar la relación NADH libre o unido 

(Braber-2010). Sin embargo, en nuestro caso hemos podido identificar un 

fingerprint característico para el grupo de lesión más importante. Los 

resultados espectrales no fueron tan significativos como los obtenidos por 

FLIM. Esto puede deberse a varias circustancias como discutíamos 



 79 

anteriormente. Pese a eso, es interesante puntualizar los cambios en la 

organización de los clusters de NADH libre en los diferentes tratamientos. 

Pensamos que un análisis más detallado de la distribución espacial de los 

cambios espectrales en combinanción con algoritmos de inteligencia artifical 

podrían 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 tecnología es su valor cuantitativo y la 

posibilidad de estudiar aspectos funcionales sin renunciar a estudios de 

cambios patognomónicos de estructura como el engrosamiento de tabique o 

colapso alveolar. Es interesante hacer notar una vez más el carácter de 

microscopia sin marca, lo cual en nuestra opinión es otro punto a destacar. 

Aunque estos resultados no son concluyentes constituyen una primera 

aproximación a las medidas de tiempos de vida que el grupo seguirá 

desarrollando.  Estos resultados son los primeros indicios de  que  podrían 

producirse cambios a nivel metabólico como consecuencia de  diferentes 

patrones ventilatorios.  

Tanto las medidas de tiempo de vida como la correlación de las variaciones 

en las concentraciones de los componentes del surfactante con posibles 

efectos funcionales a través de las medidas de tensoactividad constituyen 

nuestros próximos desafíos  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 composición del surfactante pulmonar y la bioquímica. Los 

análisis histológicos mostraron engrosamiento de los tabiques y 

disminución del área alveolar  durante la ventilación a altas presiones. El 

engrosamiento de los tabiques y la disminución del área alveolar  pueden 

estar relacionados a la aparición de edema pulmonar y al aumento del 

colapso alveolar respectivamente, por lo que, constituyen medidas 

indirectas de daño pulmonar. La utilización de niveles de PEEP mas elevados 

disminuyó notoriamente el daño, lo que pone de manifiesto el efecto 

protector de la PEEP. Por otro lado, el análisis del tejido pulmonar 

discrimidado por lóbulo permitió identificar  un incremento del daño en los 

lóbulos medio e inferior.  

El análisis mediante HPLC permitió la separación y cuantificación de todos 

los  fosfolípidos del surfactante. El perfil de fosfolípidos se modificó en los 

pulmones bajo los protocolos VILI,  el efecto de la presión y la PEEP fue 

diferencial. Se observó aumento en las concentraciones de fosfolípidos en 

los grupos tratados a altas presiones y baja PEEP.  Al igual que los 

fosfolípidos se observó aumento del colesterol en los grupos lesivos, lo que 

confirmaría que existe correlación entre los fosfolípidos y el colesterol y   

que los protocolos VILI generan alteraciones en la composición del 

surfactante pulmonar.  

Por último, se valoró el daño pulmonar mediante la utilización de 

fluorescencia endógena del NADH y FAD. Esta nueva herramienta nos brindó 

la oportunidad de investigar los efectos metabólicos en los pulmones bajo 

diferentes protocolos de Ventilación Mecánica. En una primera 

aproximación, se observó 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 más glucólitico 

en el tejido con protocolo VILI.  

Como desafíos y perspectivas a futuro creemos que sería importante 

continuar con la caracterización y el estudio metabólico de los tejidos 

pulmonares mediante esta nueva tecnología que permite identificar 

aspectos bioquímicos y funcionales que escapan en microscopia 

convencional. Nos planteamos además correlacionar los hallazgos 
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histológicos y bioquímicos con el análisis funcional del surfactante pulmonar 

mediante mediciones de tensoactividad en balanza de Langmuir-Blodgett.   
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8. ANEXO 
 

 

 

 

Figura 34: Representación gráfica de la distribución de la relación gas/tejido en cortes 

histológicos de pulmones de rata ventiladas. La ventilación mecánica se desarrolló con el 

tórax cerrado y los animales en decúbito supino.  
Independientemente del protocolo de ventilación aplicado se observa la tendencia al 

colapso en los sectores dorsales  (área dependiente con mayor efecto gravitacional y la 

corrección con la aplicación de PEEP).  CT= Control, HVT= high tidal volumen = PEEP+HC 

= PEEP con hipercapnia. D = dorso, M = medio, = S = Esternal. (Imagen tomada de Briva-

2011A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 83 

 

Figura 35: Influencia del patrón  ventilatorio en la estabilidad alveolar. Se puede 

observar que la combinación de alto volumen corriente con bajo nivel de PEEP 

genera el mayor daño pulmonar, la inestabilidad alveolar aumenta a mayor 

volumen corriente pero disminuye con el aporte de PPEP. Se puede observar 

además que una serie de combinaciones de esas dos variables generarían un 

“gradiente” de lesión o daño. (Imagen extraida de Albaiceta-2011). 
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Figura 36: Curva de presión / volumen (P / V) de un paciente con SDRA que 

muestra los puntos de inflexión superior e inferior (P FLEX). En este paciente la 

ventilación con un volumen corriente alto (Vt = 10 ml / kg más PEEP ideal = 15 

cmH2O) causaría una distensión excesiva ya que la ventilación está muy por 

encima del P FLEX superior. La ventilación con bajo Vt y PEEP ideal estaba por 

debajo del PFLEX superior. La utilización de un nivel adecuado de PEEP no aleja de 

la posibilidad de daño pulmonar si esta se asocia a un Vt elevado que promueve la 

ventilación por encima del Punto de Inflexión Superior de la relación P-V. (Imagen 

tomada de Das-2019). 
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