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Resumen

Introduccién: La asfixia perinatal es una de las principales causas de morbimortalidad en los
recién nacidos. En vista a mejorar el tratamiento y sobrevida de los pacientes que padecen este
evento se utilizan modelos experimentales en animales que simulan esta patologia.la
extensién del uso de herramientas de monitorizacién multimodal que se emplean en la clinica
al area de investigacion resulta atil para aumentar el poder de interpretacidn y andlisis de los

datos obtenidos.

Objetivos: Valorar de manera integrada y sincronizada, a través del uso de CONTINE®,
diferentes variables de la circulacion sistémica, pulmonar y cerebral que permitan analizar el
impacto del dafio pulmonar y las diferentes estrategias ventilatorias en un modelo de cerdo

recién nacido.

Metodologia: 22 cerdos recién nacidos fueron incluidos en el estudio. Se anestesiaron,
ventilaron y prepararon quirdrgicamente. A 6 cerdos se les indujo dafio pulmonar combinando
aspiraciéon de meconio y 4cido oleico sistémico. Posteriormente fueron asignados a uno de los
siguientes grupos: control asistencia ventilatoria mecdnica (AVMc),ventilacion de alta
frecuencia oscilatoria (HFO) con y sin volumen garantizado.Cada técnica se aplicé durante 2
horas y 30 minutos realizando comparando parametros ventilo-respiratorios, hemodindmicos
y metabolicos. Se utilizd la aplicacion CONTINE® para la adquisicion de las variables
hemodinamicas (50 datos/segundo) de manera continua. Para el procesamiento de los datos se

utilizé el programa RStudio®, el analisis estadistico se realizé con GraphPad PRISM 8.02.

Resultados y Conclusiones: La utilizacién de la herramienta CONTINE® permitié la mejora y
enriquecimiento en la adquisicion, procesamiento y andlisis de variables hemodinamicas
fundamentales. Asi como el cdlculo de diferentes indices de manera continua.Las diferentes
modalidades ventilatorias fueron exitosas en mantener la oxigenacién en situaciéon de animales
sanos o con patologia respiratoria, asi como el lavado de CO,,y mostraron el comportamiento
de los parametros hemodinamicos fundamentales como FC,presiones sistémica vy
pulmonar.Asimismo nos permitidé analizar la autorregulacién cerebral a lo largo del
experimento.

Palabras clave: Ventilacion no invasiva; Recién nacido; modelo experimental animal;

Hipertension pulmonar; Plataforma de monitoreo multimodal; Alta frecuencia ventilatoria.



Abstract

Introduction: Perinatal asphyxia is one of the leading causes of morbidity and mortality in
newborns. In an effort to improve the treatment and survival of patients experiencing this
event, experimental animal models simulating this pathology are employed. Extending the use
of multimodal monitoring tools from clinical settings to research proves useful in enhancing the

interpretation and analysis of collected data.

Objectives: To comprehensively and synchronously assess, using CONTINE®, different
variables of systemic, pulmonary, and cerebral circulation, enabling the analysis of the impact

of lung damage and various ventilatory strategies in a newborn pig model.

Methodology: 22 newborn pigs were included in the study. They were anesthetized, ventilated,
and surgically prepared. Lung damage was induced in 6 pigs through a combination of
meconium aspiration and systemic oleic acid administration. Subsequently, they were assigned
to one of the following groups: mechanical ventilatory support (MV), high-frequency oscillatory
ventilation (HFO) with and without guaranteed volume. Each technique was applied for 2 hours
and 30 minutes, comparing ventilatory, hemodynamic, and metabolic parameters. CONTINER)
was used for continuous acquisition of hemodynamic variables (50 data/second). RStudio®
was employed for data processing, and statistical analysis was performed using GraphPad

PRISM 8.02.

Results and Conclusions: The use of CONTINE® facilitated improvement and enrichment in the
acquisition, processing, and analysis of fundamental hemodynamic variables, along with
continuous calculation of different indices. Various ventilatory modalities were successful in
maintaining oxygenation in situations involving healthy or respiratory-compromised animals, as
well as CO2 clearance, revealing the behavior of key hemodynamic parameters such as heart
rate, systemic, and pulmonary pressures. Additionally, it allowed for the analysis of cerebral

autoregulation throughout the experiment.

Key words: Noninvasive ventilation; Infant, newborn; animal model, experimental; Pulmonary

hypertension; Multimodal monitoring platform; High-frequency ventilation.



Introduccion

La asfixia perinatal es una de las principales causas de morbimortalidad de los recién nacidos a
nivel mundial (1). Actualmente existe una tasa de mortalidad infantil por asfixia de 6,3/1000
nacidos vivos (2). Este evento puede ocasionar aspiracién de meconio en la via aérea, lo cual
desencadena un proceso fisiopatoldgico complejo conocido como sindrome de aspiracién de
liguido amnidtico meconial (por sus siglas SALAM)(3).

El SALAM es una patologia que genera repercusion sistémica, con compromiso hemodindmico
y respiratorio. Dicha dificultad, estd dada por los componentes que posee el meconio, entre los
cuales se destacan bilis, lanugo, enzimas pancreaticas, liquido amnidtico, moco, entre otros. El
meconio se encuentra en el tracto gastrointestinal del feto a partir de las 16 semanas de
gestacion, pero recién llega al colon a las 34 semanas, por lo cual, es poco probable que se
observe meconio en el liquido amnidtico de fetos menores a 37 semanas. Cuando ocurre
sufrimiento fetal agudo se produce una ola peristéltica con la posterior relajacién del esfinter
anal, resultando en pasaje de meconio al liquido amnidtico y en algunos casos, la posible
aspiracion a la via aérea fetal.

El meconio genera un efecto deletéreo en el tejido pulmonar, ya que la combinacién de sus
componentes resulta un potente activador de la cascada inflamatoria que inicialmente tendra
como objetivo la reparacidn tisular, pero dada su perpetuacién y severidad determinan injuria
epitelial (4,5). Ademas, tiene un pH acido aproximado a 7.1 que contribuye a la neumonitis
quimica e inactivacién del surfactante, pudiendo producir insuficiencia ventilo-respiratoria
aguda y obstruccion parcial, que deriva en atrapamiento aéreo (4,6). En el analisis del estado
del arte, se ha evidenciado que, el evento principal en el SALAM es el proceso inflamatorio a
nivel pulmonar, el cual estd relacionado a hiperreactividad del epitelio alveolar debido a la
presencia de meconio (6). A nivel celular, el meconio y sus componentes, interactian con el
epitelio alveolar activando el sistema inmunitario, estimulando la produccién de especies
reactivas del oxigeno y por ende la apoptosis celular (7).

El SALAM puede ademas generar hipertension pulmonar persistente del recién nacido
(HPPRN)(4). Este es un trastorno en el cual existe vasoconstriccion persistente del lecho
sanguineo pulmonar, manteniendo elevada la resistencia vascular pulmonar (RVP) luego del
nacimiento y generando un desequilibrio ventilacidn/perfusion (V/Q) que determina un grado
variable de shunt de derecha a izquierda a través de canales fetales persistentes, como el
foramen oval y el conducto arterioso, produciendo asi hipoxemia severa (4). La RVP se

encuentra elevada debido a un “estado patolégico subyacente” de hipoxia alveolar, como
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consecuencia de la vasoconstriccion pulmonar causada por la cascada inflamatoria generada
por el contacto del meconio en el parénquima pulmonar (6). Ademas de los efectos deletéreos
sobre la oxigenacidn, la alteracion en el intercambio gaseoso también genera alteraciones en la
ventilacidon pulmonar con la consecuente hipercapnia.
El tratamiento de este estado fisiopatoldgico se basa en el soporte adecuado de las funciones
hemodindmicas y ventilo-respiratorias del recién nacido. En este sentido uno de los pilares
terapéuticos es la asistencia ventilatoria mecanica (AVM), existiendo diferentes modalidades en
las cuales se debe balancear el riesgo de dafio pulmonar (protectiva vs no protectiva) y la
eficacia de cada una de ellas (6). Las necesidades ventilatorias de un paciente dependen en
gran medida de las propiedades mecdnicas del sistema respiratorio y del tipo de anomalia
establecida en el intercambio gaseoso (6). La AVM tiene como finalidad mejorar la oxigenacién
y ventilacion del neonato (6).
Las estrategias de ventilacidn mecanica incluyen diferentes modalidades ventilatorias, que
permiten modificar los diferentes parametros determinantes de la oxigenacion (presion arterial
parcial de oxigeno (p0,)) y ventilacion (presion arterial parcial de CO, (pCO,))(6). Cuando se
aplica la AVM convencional, se pueden modificar pardmetros como la presién media de la via
aérea (PMVA), fraccién inspirada de oxigeno (FiO,), presidn inspiratoria maxima (PIM), presion
positiva al final de la espiracién (PEEP), tiempo inspiratorio (Ti), frecuencia respiratoria (FR) y
volumen corriente (VC)(6). Destacamos dentro de ellos la ventaja de modificar los valores de
PEEP, parametro fundamental para mejorar la insuflacién pulmonar ya que mantiene el pulmén
reclutado y favorece el intercambio gaseoso (6). Si bien la AVM convencional es una
herramienta muy utilizada en la clinica para el manejo de esta patologia presenta algunas
desventajas, destacandose diversos mecanismos de dafio pulmonar:

e Barotrauma: lesion provocada por una presidn excesiva en la via aérea (6).

e \Volutrauma: lesion pulmonar generada por un gran volumen entregado por el

ventilador para ser soportado por las estructuras pulmonares (6,8).
® Atelectrauma: lesidn dada por el colapso y expansion de los alvéolos (6,8).
® Reotrauma: lesion de la via aérea causada por las fuerzas tangenciales a altas
velocidades de flujo aéreo (6).
e Biotrauma: lesién bioquimica y biofisica causada por la liberacién de mediadores y

células inflamatorias (6).
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Otra modalidad mas reciente y con una fisica que se diferencia sustancialmente de la AVM
convencional es la ventilacion de alta frecuencia, que consiste en la administracién de
pequefios volumenes de aire a alta frecuencia (mayor a 1 Hz), con la finalidad de disminuir el
dafo pulmonar inducido por la AVM convencional con elevada eficiencia en la eliminacion del
CO, (9). Esta modalidad ventilatoria emplea una menor presidn transpulmonar y VC menores,
reduciendo el riesgo de barotrauma y volutrauma, respectivamente (6). En los Ultimos afos se
han descrito nuevos agentes que sumados a esta terapia ventilatoria podrian tener ademas un
efecto terapéutico sobre la HPPRN (citrulina, receptores antagonistas, antagonistas de
endotelina)(10). Si bien estas estrategias minimizan la iatrogenia inducida por la AVM
convencional no estan exentas de ésta en su totalidad. El principal riesgo es la hiperventilacién,
con consecuente hipocapnia y el potencial dafio por vasoconstriccion cerebral (4). Asimismo, la
ventilacidn de alta frecuencia puede ser deletérea por la hiperinsuflacién pulmonar, generando
atrapamiento aéreo y aumento en las presiones intratoracicas, que terminan condicionando la
disminucién del retorno venoso. Una de las estrategias utilizadas dentro de ésta, es la
ventilacion de alta frecuencia oscilatoria (HFO, del inglés high frequency oscillatory ventilation))
(6). La misma consiste en una presion de distensidon constante (presién media en la via aérea
respiratorias (PAM)) con variaciones de presidon que oscilan alrededor de la PAM a velocidades
muy altas (hasta 900 ciclos por minuto), generado a partir de un diafragma que mueve el aire a
alta frecuencia. Esto crea pequenos VC, a menudo menores que el espacio muerto con el fin de
mejorar el intercambio gaseoso, previniendo oscilaciones de la pared alveolar y promoviendo
el reclutamiento pulmonar.

Todos los modos ventilatorios mencionados anteriormente pueden aplicarse en modalidad de
volumen garantizado (VG) que consiste en controlar el VC entregado en cada ventilacion
independientemente de la presidn que se requiera para llegar a ese volumen establecido (6).

A su vez las diferentes modalidades ventilatorias, pueden administrarse con distintas
interfaces, se destacan la intubacidn orotraqueal (método invasivo, asociado a diferentes tipos
de dano) y el dispositivo de administracion de CPAP (método no invasivo) en el cual se aplica la
modalidad ventilatoria a través de la una interfase nasal. En los ultimos afios se ha reportado el
uso ventilacion de alta frecuencia administrado por interfase nasal (HFO-CPAP). En la
bibliografia nacional e internacional se ha descrito que ésta es una modalidad ventilatoria
prometedora en el tratamiento de la HPPRN e hipercapnia, concluyendo que la ventilacidn no

invasiva presenta ciertas ventajas en comparacién a otras técnicas, debido a la menor injuria
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pulmonar inducida, pero aln necesita mds investigacion (3,11,12). Como ventaja adicional se
ha descrito que el uso de esta modalidad disminuye la necesidad de AVM convencional (13,14)
El cuidado de los recién nacidos con necesidad de AVM, en cualquiera de sus modalidades, ya
sea invasiva o no invasiva, requiere monitorizar de la forma mas exacta posible los niveles de
oxigenacion, las presiones circulatorias, el intercambio gaseoso, obteniendo informacidn acerca
del impacto que cada terapéutica ventilatoria genera sobre la perfusion hacia los érganos de
toda la economia. Una herramienta valiosa durante la monitorizacion del recién nacido critico
es la espectroscopia cercana al infrarrojo (NIRS, del inglés near infrared spectroscopy). Este es
un método de monitorizacién de la saturacién de oxigeno regional (rSa0,), no invasivo, que
brinda informacidon sobre flujo sanguineo cerebral, la carga de Hemoglobina, el nivel de
extraccion de oxigeno por parte del tejido, resultando util tanto en adultos como en recién
nacidos (15). Dentro de las ventajas en su uso ademas de su no invasividad, es de facil manejo,
de monitorizacion continua y en tiempo real. Es Util también para estimar las variaciones de la
pCO, en la circulacidn cerebral durante la ventilacion (15).

Para valorar el equilibrio regional entre el suministro de oxigeno y el consumo tisular del
mismo, se utiliza la fraccién de extraccidon de oxigeno tisular (FTOE), obtenida a partir de la
relacion entre la saturacidn de oxigeno obtenida por pulsioximetria y la rSa0, cerebral (15).
Para investigar la variabilidad de las respuestas hemodindmicas, asi como el impacto de las
diferentes terapias ventilatorias en el SALAM, se utilizan diferentes modelos experimentales.

A nivel nacional el grupo de investigacién del Area Basica de Neonatologia del Hospital de
Clinicas Dr. Manuel Quintela, ha desarrollado experiencia en el uso de un modelo experimental
de cerdo recién nacido, siendo una de sus lineas de investigacion la reproduccién in vivo del
dafio pulmonar inducido por SALAM para generar HPPRN (15). El modelo porcino es
ampliamente utilizado a nivel mundial en el area de la investigacién dada su similitud con el
humano en cuanto a su anatomia y fisiologia cardiorrespiratoria (15,16).

Por otra parte, en las ultimas décadas se produjo un aumento creciente en el desarrollo y uso
de herramientas informaticas que facilitan el desempefio dentro del drea médica y de
investigacion. En 2005 se desarrolldé una aplicacién nacional denominada CONTINE® (software y
hardware) de monitoreo cerebral y sistémico multiparamétrico desarrollado por ingenieros y
médicos uruguayos que consiste en un sistema de adquisicidn, administracién y procesamiento
(offline) de sefiales vitales de pacientes (12). Mediante el mismo es posible exportar las sefiales
adquiridas a una plataforma de manejo de datos para realizar un anélisis individual y/o

integrado de las variables en estudio (12,13). La capacidad de analisis de eventos de manera
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sincronizada, en un paciente a lo largo del tiempo ha sido una enorme ventaja en pacientes
neurocriticos, desarrollado por el grupo de Neuromonitoreo de Medicina Critica del Hospital
de Clinicas (17,18). En este trabajo, se ha incorporado esta tecnologia al ambito de la
investigacion en modelos in vivo por primera vez. La finalidad de realizar este trabajo
empleando la aplicacion CONTINE® y basandonos en la evidencia encontrada, sera profundizar
sobre el conocimiento de la hemodinamia y la autorregulacidon cerebral en un modelo
experimental in vivo en cerdos neonatos con diferentes modalidades ventilatorias aplicadas.
Este software mejora la capacidad analitica de la monitorizacion de las sefiales hemodinamicas
permitiendo la sincronizacidon de las mismas, calculando algunos indices que son de interés

para la adecuada interpretacién de la hemodinamia (19).

Objetivos

OBIJETIVO GENERAL
e Valorar de manera integrada y sincronizada, a través del uso de CONTINE®, diferentes
variables de la circulacidn sistémica, pulmonar y cerebral que permitan analizar el
impacto del dafio pulmonar y las diferentes estrategias ventilatorias en un modelo de

cerdo recién nacido.

OBJETIVO ESPECIFICOS

e Analizar y evaluar los datos obtenidos mediante el uso de CONTINE®, realizando un
analisis integral de las variables en estudio.

e Extender el uso de CONTINE® al universo de la experimentacion animal, desarrollando
parametros de monitoreo requeridos por este nuevo campo de investigacion.

® Adquirir herramientas de abordaje practico en el trabajo experimental in vivo en un
modelo animal.

® Promover la investigacion clinico - basica integrada en el Hospital de Clinicas asi como

la colaboracion entre diferentes servicios.
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Metodologia

MODELO EXPERIMENTAL

Se utilizaron cerdos recién nacidos machos de 48 hs de vida (Sus scrofa domestica) y peso entre
1200 y 2000 g obtenidos de un criadero local (Granja “La Familia”).

Para el inicio del experimento, se realizé la induccidn anestésica con Ketamina i/m 30 mg/kg. A
continuacién, se inicidé monitorizacién continua de saturacién de oxigeno (SatO,) y registro de
frecuencia cardiaca (FC) y temperatura central. Se procedié a la realizacidon de cateterismo
arterial para medicion de presion arterial sistémica y toma de muestras para gasometrias, y
venoso para administracion de fluidos. Luego se continud con la induccidn anestésica profunda
con dilucién preestablecida de Midazolam, Ketamina y Fentanilo. Se administraron antibiéticos:
Cefradina 100 mg/kg y Gentamicina 4 mg/kg.

Posteriormente, se procedio a la intubacion orotraqueal y ventilacidon con parametros iniciales
del ventilador: frecuencia respiratoria (FR) 20 rpm, PEEP 5 cmH,0, PIM entre 18 y 20 cmH,0 y
FiO, 0,21. Luego de alcanzada la estabilizacién hemodindmica, respiratoria, térmica vy
ventilo-respiratoria, se realizd toracotomia izquierda con colocacién de catéter en el tronco de
arteria pulmonar mediante puncién a través de la pared del ventriculo derecho, para el
registro de la presién arterial pulmonar.

Como resultado de la monitorizacién invasiva de ambas presiones, sistémica y pulmonar, se
obtienen las curvas respectivas, extrayendo el valor sistdlico y diastdlico de cada una de ellas. A
los efectos operativos, se analizd y grafico el valor sistdlico, denomindndose PAS en el caso de
presion arterial sistémica sistdlica, y PPS en el caso de presién arterial pulmonar sistdlica. Esto
es debido a que la presencia de catéteres en la luz arterial, tiene mas posibilidades de
interferencia en la didstole, por lo que el valor de presién en sistole resulta mas confiable.

Para establecer el dafio pulmonar se administrd por via endotraqueal una solucién de meconio
al 5% diluido en liquido amnidtico y suero fisiolégico, en cuatro alicuotas. Se admitié una dosis
adicional en caso de no establecerse dafio e HPPRN (ver criterios mds adelante). Luego se
administraron 200 ulL/Kg de la dilucidon de acido oleico al 50% en etanol 95% i/v en dos
tiempos: inicialmente 2/3 del total y a la hora el 1/3 restante. Se consideraron como criterios
de HPPRN cuando la presién pulmonar media alcanzé mas del 50% de valor basal previo a la
administracion de meconio o un aumento de PPS que supere el 80% de la PAS. Se considerd
como criterio de dafio pulmonar, a un aumento de la pCO, mayor a 50 mmHg.

Para evaluar las terapias ventilatorias se adjudicé cada animal, de forma aleatoria, en uno de

los seis siguientes grupos de estudio:



A. Grupos con dano pulmonar:

A1) Ventilacién con AVM convencional administrado por intubacidn orotraqueal (n=3).

A2) Ventilacién de HFO administrado a través de tubo endotraqueal (n=3).
B. Grupos controles (sin dafio pulmonar):

B1) Ventilacién con AVMc invasiva, sin volumen garantizado (AVM sVG) (n=3).

B2) Ventilacién con AVMc invasiva, con volumen garantizado (AVM cVG) (n=5)

B3) Ventilacién con HFOQ, sin volumen garantizado (HFO sVG) (n=4)

B4) Ventilacidn con HFO, con volumen garantizado (HFO cVG) (n=4)
El tiempo de ventilacién en cada una de las estrategias ventilatorias, una vez estabilizado el
modelo inicialmente, fue de dos horas y media. Por ese motivo, los datos procesados vy
analizados comienzan 10 minutos antes del ingreso a la estrategia ventilatoria, y
posteriormente coinciden con ese periodo de ventilacién especifica.
En todos los casos, el objetivo gasométrico fue lograr un pH> 7.25 con una pCO, <60 mmHgy
una p0O, =40 mmHg.
Durante el experimento se monitorizaron de manera continua las siguientes variables:
presiones arteriales sistémica y pulmonar, SatO,, FC, rSatO, cerebral (rSatO,c) y rSatO, somdtica
(rSatO,s). Todas estas variables fueron adquiridas y almacenadas mediante CONTINE® de forma
sincronizada de forma offline, y luego se realizé el andlisis individualizado o integrado de estos
pardmetros y de la FTOE ((SatO, - rSatO,c) /SatO,). El estado de la autorregulacién cerebral
(AC) se valora en funcién del indice Tox (tissue oxygen reactivity index), que es determinado a
partir de rSatO,c (como indicador de flujo sanguineo cerebral) y presidn arterial media (como
indicador de presion de perfusidn cerebral). Se tomd como valor critico para este trabajo 0,3,
por encima del cual se evidenciara una mala AC (20).
En la Figura 1 se observa un esquema del equipamiento utilizado durante los experimentos (a)
y una imagen tomada del Laboratorio (b).
Al finalizar el experimento, se procedié a la eutanasia de los animales con inyeccidon

intravenosa de tiopental sédico 200 mg/kg y KCl supra fisiolégico (10ml).

10


https://www.zotero.org/google-docs/?WslCtT

s
Computador con
software CONTINE NIPE

integrado

Bomba de
infusién continua

Ventilador neonatal

10T Monitor de presién
arterial, ECG y
saturacion de
oxigeno

n?

Hoe,
i 4 s/ Catéteres
umbilicales

Figura 1: Modelo experimental de cerdo recién nacido. A) Principales equipos utilizados en los
experimentos. B) Fotografia del laboratorio experimental.

Fuente: Elaboracién propia.

PROCESAMIENTO DE DATOS

Para el procesamiento inicial de los datos se utilizé RStudio que permite trabajar con una gran
volumen de datos. Esto fue necesario debido a que el CONTINE® registra 50 datos por segundo,
haciendo que un experimento contenga aproximadamente 1 millén de datos, lo cual torna
imposible el uso de otras herramientas de procesamiento. En este sentido se realizaron una
serie de scripts (secuencia de comandos) para el analisis y extracciéon de datos. En primera
instancia, se realizé un script para levantar los datos, posteriormente se realizé otro en donde
se definid el intervalo del tiempo de la estrategia ventilatoria para cada cerdo, comenzando 10
minutos antes del inicio de la misma, para finalmente sacar artefactos y crear una media movil
para cada pardmetro (separando los datos cada 10 seg).

Una vez depurados los datos y obtenidos los valores definitivos de cada parametro, se procedid
al calculo del FTOE ((SatO, - rSatO,c) /SatO,) y Tox (coeficiente de correlacién mavil calculado a
partir de las variables rSatO,c y presidn arterial sistémica media).

Por ultimo, se generd un data frame, que se trata de un panel bidimensional compuesto por
filas y columnas, que permite destacar relaciones entre distintas variables de una serie de

datos, del lenguaje de programacién Python. Estos datos fueron exportados a excel, en donde
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se revisaron y examinaron los datos, eliminando aquellos que no tenian concordancia con el
curso de los resultados experimentales, y podrian corresponder a datos adquiridos de manera
errénea u otro tipo de artefactos, dado que los monitores pueden tener pérdidas o periodos de

mala calidad de seiial.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa GraphPad PRISM 8.02 (GraphPad Software,
San Diego, USA) para andlisis de variables y la confeccién de graficas. Se realizaron analisis
estadisticos para evaluar la existencia de diferencias entre los grupos control en las diferentes
variables a analizar, y posteriormente con los grupos de dafio pulmonar, mediante ANOVA y
test de t Student (datos paramétricos). Se utilizaron test paramétricos y nivel de significacion

alfa menor a 0,05.

NORMAS ETICAS

El estudio se realizd siguiendo los principios éticos que regulan la experimentacién animal
determinados por la Comisién Honoraria de Experimentacién Animal (CHEA), la Declaracion de
Helsinki y la Sociedad Americana de Fisiologia. El protocolo experimental fue aprobado por el

Consejo de Facultad de Medicina (Exp.070151-000041-22).

Resultados

CARACTERISTICAS GENERALES DEL MODELO:

En el estudio se utilizaron 30 cerdos recién nacidos de menos de 48 hs de vida. En 8 de ellos no
se obtuvieron la totalidad de los datos debido a que no se completé el tiempo de registro
CONTINE® por dificultades de funcionamiento de la herramienta por lo que fueron excluidos
tal como puede verse en el flujograma (Figura 2). El peso promedio de los animales utilizados

fue 1774 £ 201 g.

30 cerdos Figura 2: Flujograma de

utilizacion de animales

de experimentacion.

Excluidos
(n=8)

Fuente: Elaboracidn
propia.

HFO (n=11)

AVM (n=11)

[ _ I [ |

Dafio sVG
(n=3}

Dafio VG
(n=3)

Control eVG
(n=4)

Control sVG
(n=4)

ControleVG
(n=5)

Control sVG
(n=3)
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Grupos control
ANALISIS HEMODINAMICO:

En todos los grupos con pulmdn sano (control) puede observarse cierta estabilidad de las
variables hemodinamicas analizadas durante el tiempo de experimentacién. La FC fue el
parametro con mayor variacion luego del inicio de la técnica ventilatoria (Figura 3, 4A). Por
otro lado, esta se mantuvo durante casi todo el experimento con valores por debajo de 150
Ipm en tres de los grupos. Sin embargo, en el grupo HFO control sVG se observa una tendencia
al aumento de la misma (por encima de 150 Ipm) a lo largo del tiempo (Figura 3C), mientras
gue en las otras estrategias la FC tiende a volver a los valores basales (Figura 3A,B,D). Con
respecto al VG, en los grupos en los que se aplicé el mismo, la FC se mantuvo mas estable en
relacién a los grupos sin VG, siendo la AVM la que mostré mayor estabilidad (Figura 3B).

La PAS, la PPS y la SatO, se mantuvieron estables a lo largo de las diferentes estrategias
ventilatorias aplicadas (Figura 3).

Al analizar la variabilidad de los datos independientemente del tiempo, en cada uno de los
modos ventilatorios, la FC es una variable de elevada variacién (Figura 4A), asi como la PAS
(excepto para HFO control cVG) como se observa en la Figura 4B. La PPS se mantiene en
promedio igual o por debajo de 40 mmHg, independientemente de la existencia de dafio

pulmonar o no (Figura 4C)

AUTORREGULACION CEREBRAL:

La oxigenacion regional cerebral evidenciada por NIRSc mostré estabilidad en los cuatro
grupos. El valor promedio de NIRSc fue 50%, siendo muy poco variable en la mayoria de los
modos ventilatorios, observando algo de variabilidad en el HFO sVG que no resultd en
diferencias significativas comparado con los otros modos ventilatorios (Figura 3C). Si bien se
observa que HFO control cVG mantuvo un valor promedio mas elevado, el andlisis estadistico
no reveld diferencias significativas.

Por otro lado, el NIRSs se presenta con mayor variabilidad que el NIRSc (Figura 4D y E), al
observar la dispersion de los datos independientemente de la dimensidn temporal.

Como se explico anteriormente se utilizaron dos indices con el fin de analizar la
autorregulacion cerebral. El indice Tox mostrd gran variabilidad en todos los grupos, aunque en
la mayoria del tiempo de ventilacién se mantuvo por debajo de 0.3 punto de corte establecido

como normal (Figura 3). En la Figura 4 H se observa, ademas de la gran variabilidad de los datos
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al analizar con independencia del tiempo, que la mayoria de los puntos son negativos, o
menores de 0,3, expresando autorregulacion normal.

Por otro lado, el FTOE se mostr6 marcadamente estable en un valor de 0.5. a lo largo del
experimento en los diferentes modos ventilatorios (Figura 3), al observar el parametro con
independencia del tiempo puede verse que existe una menor variabilidad global respecto del

Tox (Figura 4G) siendo el modo HFO dafio sVG el grupo que mayor variabilidad presenta en este

parametro.
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Figura 3: Se muestran los diferentes pardmetros evaluados en relacién al tiempo para los diferentes
grupos control. A) AVM control sVG, B) AVM control cVG, C) HFO control sVG, D) HFO control cVG. Linea
punteada vertical: inicio de ventilacién.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 4: Dispersion de parametros hemodinamicos para cada grupo A)FC B)PAS C)PPS D)NIRSc E)NIRSs
F)SatO, G)FTOE H)Tox. Promedio destacado en negro en cada modo ventilatorio.

Fuente: Elaboracién propia.

Grupos dafio:

ANALISIS HEMODINAMICO:

En los animales con dafio se observa que la FC se mantiene por encima de 150 Ipm a lo largo
del tiempo. En el grupo AVM cVG la FC aumenta al inicio de la ventilacién acompainado de un
aumento de la PAS (Figura 5A). La SatO, cayo transitoriamente en ambos grupos, con una caida
mas pronunciada en el grupo AVM cVG al iniciar la estrategia ventilatoria, estabilizdndose
rapidamente. La PPS, que presenta valores similares en ambas modalidades de dafios
pulmonar, se muestra estable a lo largo del experimento, a pesar de las variaciones observadas

en los parametros FC y PAS (Figura 5A y B).

AUTORREGULACION CEREBRAL:

El NIRSc aumentd en el grupo AVM dafio cVG al comenzar la estrategia, mientras se mantuvo
estable en el grupo HFO dafio sVG. El FTOE se mantuvo constante en aproximadamente 0.5,
mostrando estabilidad en AVM dafio cVG mientras que en HFO dafio sVG varid en torno a este
valor a lo largo del tiempo (Figura 5). El Tox presenta elevada variabilidad. En el caso de AVM
dafio cVG presenta una tendencia a elevarse a lo largo del experimento (Figura 5A), lo cual no
se observa en el caso de HFO dafio sVG (Figura 5B).

La dispersién de los datos de cada una de las variables en los diferentes modos ventilatorios,
independientemente del curso temporal del experimento, fue analizada previamente y se

muestra en la Figura 4.
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Figura 5: Se muestran los diferentes parametros evaluados en relacién al tiempo para los diferentes
grupos de dafo.
A) AVM dafio cVG B)HFO dafio sVG. Linea punteada vertical: inicio de ventilacion.

Fuente: Elaboracién propia.

NIRS:

Al analizar el NIRSc para las diferentes modalidades ventilatorias, en el grupo de AVM dafio cVG
al inicio de la ventilacién, se evidencié un aumento de la variable en estudio por encima de
60%, manteniendo una notoria estabilidad durante los 9.400 segundos de ventilacion
programada (equivalente a 2 horas, 30 minutos) (Figura 6A). Tanto para los grupos de AVM
control cVG y AVM control sVG, los valores de NIRSc se mantuvieron estables durante todo el
tiempo de registro con valores entre 40 y 50%. Para el grupo de HFO control sVG, se observa
gue hasta los 2.500 segundos aproximadamente mantuvo una estabilidad del registro, que se
modificé en el transcurso del tiempo, presentando oscilaciones muy marcadas entre el 15y 75
% (Figura 6A). Este grupo fue el que presentd mayor variabilidad en el registro (Figura 4D).

En el grupo HFO control cVG, a partir del inicio de la ventilacion, el valor de NIRSc sube cercano
al 60%, luego se estabiliza hasta los 5.000 segundos, y posteriormente presenta una caida
aproximada al 40%. En ultimo lugar, el grupo HFO dafo sVG, luego del inicio de la estrategia
presenté un descenso menor a 40 %, destacando 3 marcados descensos a valores entre 15y
30%.

En el caso del NIRSs, en el grupo HFO control cVG a partir del inicio de la estrategia ventilatoria,
se observaron oscilaciones de valores de NIRSs muy marcados entre 40 y 70% hasta los 7.500

segundos, observandose luego un descenso brusco con valores de hasta 30% que luego
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NIRSc

revierte. Asimismo, el grupo AVM control sVG se comporta de forma similar, pero con caidas
menores al 20%. Para el grupo HFO control sVG, se constaté una variabilidad de los registros
entre 40 y 50%. Los grupos de dafio se mantuvieron durante gran parte del registro entre 40y
50%, mostrando sobre el final de la ventilacidn ascensos cercanos al 60%. Finalmente, para el
grupo AVM control cVG se observan valores de NIRSs estables de entre 30-40% a lo largo del
experimento, siendo el grupo que exhibe menos oscilaciones (Figura 6B). El analisis estadistico
reveld que existen diferencias significativas entre todos los grupos (p<0,05).

A grandes rasgos, los trazados de la Figura 6A que corresponden a los distintos grupos ya
mencionados, presentaron valores de NIRSc menos variables a lo largo de la ventilacion en
comparacién a los de la Figura 6B, evidenciando fluctuaciones marcadas para registros de

NIRSs durante todo el periodo de ventilacidon experimental.

AWM control cVG

AVM control cVG —— AW control sVG
— AVM control sVG — AVM dafio cVG

— AVM dafio cVG — HFO control VG

— HFO control sVG — HFO control sVG
— HFOdaiosVG — HFO dafio sVG

___ HFO control cVG

NIRSs

T 1 T T T T
5000 10000 0 5000

Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 6. Registro de saturacion regional cerebral y somatica para los diferentes grupos evaluados a lo
largo del experimento. A) NIRS cerebral (NIRSc). B) NIRS somatico (NIRSs). Linea punteada vertical: inicio
de ventilacién.

Fuente: Elaboracién propia.

ANALISIS DE VARIABLES GASOMETRICAS:

Se analizaron los pardmetros gasométricos pH, pO, y pCO, (Tabla 1). No se encontraron
diferencias significativas cuando se analizé el comportamiento de las variables a lo largo del
tiempo (intragrupo). No se encontraron diferencias significativas de los valores de pH, pO,y
pCO, entre los grupos al comparar el tiempo basal y final (p>0,05).

Cuando se realizd el analisis estadistico entre los distintos grupos, se observaron diferencias
entre el valor basal y el inicio de |a estrategia ventilatoria en cuanto a pH y pCO,, con posterior

estabilizaciéon de los mismos. En todos los grupos la pO, se mantuvo constante a lo largo del
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tiempo (datos no mostrados), concordante con la estabilidad evidenciada por la pulsioximetria

en los diferentes modos ventilatorios (Figura 3).

pH pDE [rmmhg} pC02 [mmhg]
Basal Final Basal Final Basal Final

AV control CIVG 7,47 +0,04 738000 7420 69+90 4310 43
AVM control S/IVG 7,41+0,03 7.39+0,07 718 77+19 50715 837
AVM dafio CIVG 7,350,068 727012 7527 78 +16 531+125 66,2+ 25,6
HFC contral C/VG 7,48+0,04 7.33+0,00 53+14 75+15 556 +19 466 £ 6,9
HFO control S/VG 7.35+0,04 75+004 G8+9 F3+5 55245 363+£23
HFO daio SIVG 7,30+0,08 74501 T0+15 T4+15 A78:84 423388

Tabla 1: Parametros gasométricos: se describen media y desvio estandar.
Fuente: Elaboracién propia.

Discusion

Diferentes técnicas ventilatorias aplicadas en animales con pulmdn sano revelan la labilidad de
la respuesta hemodinamica en el recién nacido. La técnica mas frecuentemente disponible y
utilizada en nuestro medio es la AVM sVG que induce un cierto grado de inestabilidad a lo largo
del experimento expresada por la FC y algunas modificaciones de la PAS. Los datos
temporalmente sincronizados permiten ver que ante una caida de la FC, puede verse una caida
de la PAS, lo mismo ante la recuperacién de ambas. Esta es una expresion de la necesidad del
organismo de equilibrar el GC consiguiendo mantener la PPS en rango estable por el resto del
experimento. La PPS se mantiene estable lo cual es esperable para un grupo de animales sanos
(21). Cuando se pasa a modalidad de AVM cVG, donde se garantiza el volumen de cada ciclo
respiratorio, se observa una respuesta hemodindmica mas estable desde el ingreso a este
modo, sin cambios relevantes en la PPS, la PAS ni la FC. En el caso del grupo de animales
ventilados con HFO cVG, se observa una primera fase de variaciones en la FC y la PPS con
estabilidad en la PAS durante todo el experimento.

En todos los modos ventilatorios aplicados, la SatO, se mantuvo en rangos superiores a 95%
por lo que la oxigenacidn sistémica asi como la oxigenacion regional, consiguiendo mantenerse
sin grandes variaciones. Sin embargo, el NIRSc presentd mayor estabilidad comparado con el

NIRSs, situacidn habitual debido a la autorregulacion cerebral (22).
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A través del analisis de las variables de manera sincronizada en cada una de las modalidades de
ventilacion, podemos contar con indices que nos ayudan a interpretar cémo se mantuvo el
flujo de sangre hacia los dorganos y en particular en el cerebro y asi conocer si la
autorregulacion cerebral funciona adecuadamente. Si bien el primer elemento es la estabilidad
del NIRSc, en segundo lugar contamos con el FTOE el cual se mostré6 sumamente estable
durante el experimento para todos los modos ventilatorios, lo que demuestra el equilibrio
entre flujo sanguineo y extraccién del tejido cerebral (3). A su vez el Tox se encuentra la mayor
parte del tiempo por debajo de 0,3, punto de corte considerado maximo normal en adultos y
aun pobremente explorado en los neonatos, siendo este modelo una oportunidad de conocer
el comportamiento de dicho indice (23). Un Tox por encima de 0,3 podria ser normal en
neonatos dado las controversias en relacién al punto de corte (ya que la literatura se basa en
estudios en adultos), o encontrarse alterado dado que en neonatos la autorregulacion cerebral
puede no ser O6ptima durante cambios hemodindmicas como ocurre durante la
experimentacién (la cual incluye un nivel de invasividad elevado: cirugia, ventilacion
invasiva)(18).

El equipo de investigadores recibié entrenamiento bdasico en técnicas de trabajo en un
laboratorio de experimentacidn animal con modelo in vivo, abordando la secuencia de trabajo
y muy especialmente en la monitorizacién, adquisicién, procesamiento y analisis integral de
datos.

La situacién habitual en la monitorizacién de pacientes implica la observacidn de los diferentes
monitores, dificultando la interpretacién de los distintos eventos que se presentan durante la
asistencia, omitiendo muchas veces informacién relevante que permite evaluar los procesos
patoldgicos, limitando la capacidad diagndstica asi como el impacto de las estrategias
terapéuticas. La implementacién de herramientas informaticas de monitorizacion e integracion
de datos en tiempo real, no sélo facilitan el andlisis integral sino que colaboran en impedir la
pérdida de datos, con el potencial de mejorar la seguridad del paciente mediante la
disminucién de los errores (24). En este caso se consiguieron integrar sincronicamente 8
variables, pudiendo observar el comportamiento promedio en 6 grupos de animales de
experimentacién in vivo en condicion de pulmdn sano y patoldgico. Esto permitié contar con
una imagen con informacién sobre diferentes aspectos de la fisiologia y fisiopatologia en cada
una de las situaciones mencionadas, incluyendo no sélo aspectos hemodindmicos, sino
especificamente generando informacidon fundamental sobre el estado de oxigenacion,

perfusion y autorregulaciéon cerebral. En este sentido, fue observado que las variables
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hemodinamicas que mas inciden sobre el gasto cardiaco son FC y PAS, las cuales se fueron
modificando a lo largo del experimento, tanto en animales con dafio como con pulmdn sano,
consiguiendo estabilizar la presidn del circuito pulmonar, punto clave en lograr la oxigenacion
sistémica y regional (4). La oxigenacion valorada a través de la pulsioximetria asi como
mediante NIRS y los indices calculados, permitieron observar como el organismo consigue
priorizar este aspecto, a pesar de la aplicacidon de diferentes formas de ventilacién, ya sea con
pulmones sanos o con una grave afectacion como SALAM. Todas las modalidades ventilatorias
fueron eficientes logrando valores de pCO, y pO, dentro de parametros fisioldgicos. Un aspecto
fundamental de este tipo de monitorizacién y analisis continuo, es que se puede prolongar la
adquisicion de datos y relacionar a diferentes eventos segun la necesidad experimental o en el
caso de los pacientes.

Durante el desarrollo del presente proyecto se establecid un trabajo colaborativo entre
diferentes unidades académicas del Hospital de Clinicas, incorporando por primera vez la
herramienta CONTINE® a la analitica de datos en el laboratorio de experimentacién con
modelo de cerdo recién nacido, enriqueciendo y potenciando el trabajo de docentes vy
estudiantes.

Las limitaciones de este estudio se relacionan a que existieron pérdidas de datos debido a la
calidad de los registros, interrupcion de la adquisicion de las sefiales, por tratarse de una
herramienta novedosa fue para el equipo de investigadores un proceso de aprendizaje que

pudo dificultar el manejo de datos.

Conclusiones y perspectivas

Durante el desarrollo del presente proyecto se incorpord la utilizacién de la herramienta
CONTINE® para la adquisicién, procesamiento y analisis de variables hemodinamicas
fundamentales, asi como el procesamiento de los datos obtenidos para el anélisis estadistico y
la presentacion de los resultados mediante RStudio® y GraphPad PRISM 8.02.

Las diferentes modalidades ventilatorias fueron exitosas en mantener la oxigenacién en
situacion de animales sanos o con patologia respiratoria, asi como el lavado de CO,, y
mostraron el comportamiento de los pardmetros hemodindmicos fundamentales como FC,
presiones sistémica y pulmonar. Asimismo nos permitié analizar la autorregulacién cerebral a lo

largo del experimento.
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El grupo de estudiantes trabajé de manera integrada con docentes de la unidad académica de
Medicina Intensiva y de Neonatologia, en el abordaje de un modelo recién nacido, generando
un estudio colaborativo y enriqueciendo el aprendizaje y trabajo llevado adelante por los
estudiantes.

Como perspectivas de este trabajo se plantea explorar el comportamiento de las variables en
otras modalidades ventilatorias, incorporar algunos animales a los grupos para robustecer los
resultados y consolidar la colaboracién entre los servicios favoreciendo el avance del trabajo

dado que cada uno de los integrantes fue clave en el desarrollo del presente proyecto.
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Anexos

VARIABLES

Variable

Tipo de variable

Estrategia de medicion

Presion arterial sistémica

sistélica (PAS) (mmHg)

Cuantitativa continua

A través de cateterismo arterial umbilical en
circuito con transducer con Monitor “Masimo

Omheda Ennguard CM4®”,

Presion pulmonar sistdlica

(PPS) (mmHg)

Cuantitativa continua

A través de colocacion de catéter en arteria
pulmonar conectada a transducer al Monitor

“Masimo Omheda Enguard CM4°®”,

Saturacién regional cerebral
y somatica de oxigeno

(NIRS)

Cuantitativa continua

Se colocaran dos sensores: ubicados en logia

cerebral y esplénica.

Pulsioximetria (Sat02%)

Cuantitativa continua

A través de un saturédmetro de pulso “Monitor

Masimo Omheda®”

Frecuencia cardiaca

(lat/min)

Cuantitativa discreta

Se mide a través de saturometria de pulso

“Monitor Masimo Omheda®”

indice de extraccidn tisular.

Cuantitativa continua

Célculo lo realiza CONTINE®
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