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INTRODUCCION

A) ESTRUCTURA Y FUNCION PULMONAR

La mayoria de los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en el cuerpo
humano requieren la presencia de oxigeno generando en el proceso diéxido de car-
bono (CO,) como producto de desecho que debera ser eliminado del organismo. La
funcion principal de los pulmones es la de llevar a cabo el intercambio gaseoso nece-
sario para suministrar oxigeno a la sangre y eliminar el diéxido de carbono. Durante
la ventilacion, el aire entra en los pulmones permitiendo que en estos se produzcan
el paso de oxigeno a la sangre y del dioxido de carbono a la atmdsfera. Este proceso
imprescindible para la vida se puede afectar por determinadas patologias que afec-
tan a los pulmones.

Para llevar el aire hasta los alveolos desde la nariz y la boca son necesarias
las vias respiratorias. Estas consisten en una serie de tubos ramificados que se es-
trechan progresivamente. Desde la traquea se producen sucesivas divisiones de las
vias respiratorias (bronquios principales, lobares, segmentarios...) hasta llegar a los
bronqguiolos terminales. Estas 16 primeras generaciones de las vias respiratorias, que
no intervienen en el intercambio gaseoso, tienen como funcion llevar el aire hasta las
regiones donde se produce este; se denominan vias aéreas de conduccion y consti-
tuyen el espacio muerto anatémico, el cudl representa un volumen de aproximada-
mente 150 ml. La division de los bronquiolos terminales da lugar a los bronquiolos
respiratorios, los cuales dan lugar a los conductos alveolares que ya estan revestidos
de alveolos. A estas 7 ultimas generaciones de vias respiratorias donde si se produce
intercambio gaseoso se le denomina zona respiratoria (Figura 1). Esta constituye la
mayor parte del pulmén y su volumen es de aproximadamente 3 litros (West JB et
al. 2009).
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Figura 1. Esquema representativo de las divisiones de las vias respiratorias en el pulmén
humano. Las primeras 16 generaciones conforman las vias respiratorias de conduccién y
las ultimas 7 corresponden a la zona respiratoria. (West JB. 2009)

Son las particulares caracteristicas anatémicas del pulmoén las que le per-
miten llevar a cabo este intercambio, el cual se produce en la denominada interfase
hemato-gaseosa. En esta, tanto el oxigeno como el diéxido de carbono se movilizan
por difusion simple entre el aire y la sangre siguiendo gradientes de concentracion
y presion. Los fendmenos de difusion de los gases a través de una lamina de tejido
son, segun establece la Ley de Fick, directamente proporcionales a la superficie de la
[dmina e inversamente proporcionales a su espesor. Esta interfase tiene una superficie
de 50 a 100 m? y ademas es extremadamente delgada por lo que su estructura mor-
foldgica es muy adecuada para el intercambio gaseoso. Esta superficie tan extensa se
consigue mediante la division en millones de pequefios sacos aéreos (denominados
alveolos) y que estan envueltos en un entramado de pequefos capilares sanguineos.

22 Introduccion



La superficie alveolar esta recubierta por 2 tipos de células epiteliales alveo-
lares, las llamadas células alveolares tipo | y tipo Il (0 neumocitos tipo | y tipo II), sien-
do las células alveolares tipo Il mas numerosas que las tipo I. Las células alveolares
tipo | cubren el 90% de la superficie alveolar debido a su estructura larga y aplanada,
y son las encargadas de realizar el intercambio gaseoso. Las células alveolares tipo Il
se caracterizan por sintetizar y secretar surfactante pulmonar, formado por una gran
proporcion de fosfolipidos (85%) y por proteinas (15%). El surfactante disminuye la
tension superficial del liguido que recubre el alveolo, incrementando su estabilidad y
evitando el colapso de la superficie alveolar (Serrano-Mollar A. 2012). Ademas de los
neumocitos tipo | y I, en el alveolo existen algunos macréfagos que sirven, entre otras
cosas, de primera linea de defensa frente a patdgenos externos (West JB. 2009).

B) MECANICA VENTILATORIA

El término ventilacion pulmonar hace referencia al proceso fisico por el que
un determinado volumen de aire entra y sale de los pulmones en cada ciclo respi-
ratorio. Para que el aire fluya dentro de los pulmones es necesario que la presion
dentro de los alveolos sea mas baja que la presion atmosférica. Siguiendo la Ley de
Boyle, la presion dentro de un compartimento cerrado es inversamente proporcional
al volumen del recipiente (Tortora GJ y Derrickson B. 2006). Durante la inspiracion,
el volumen de la cavidad tordcica aumenta con la contraccion del diafragma vy la de
los musculos intercostales, produciendo un descenso del diafragma y un ascenso de
las costillas y como consecuencia un aumento del drea de seccion transversal del
torax (West JB. 2009). Este aumento de volumen de la cavidad toracica se traduce
también en un aumento del volumen en los pulmones gracias a la presencia de las
pleuras parietal y visceral y al fino espacio entre ellas, el espacio interpleural. Este
espacio, dada la tendencia natural de la pared tordcica a expandirse y del pulmén a
colapsarse, tiene una ligera presion negativa o subatmosférica (presion intrapleural o
intratordacica) (West JB. 2009). Asi, a medida que la cavidad tordcica se expande, la
pleura parietal que tapiza la cavidad al completo es llevada hacia fuera en todas las
direcciones y la pleural visceral y los pulmones, son arrastrados con ella (Tortora GJ
y Derrickson B. 2006). Al aumentar el volumen de los pulmones, la presion en el in-
terior de estos, llamada presion alveolar o intrapulmonar, disminuye por debajo de la
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presion atmosférica, estableciéndose de este modo un gradiente de presiones entre
el alveolo y la atmdsfera que ocasiona el flujo de aire desde la zona de mas presién
a la de menos presidn. Puesto que la inspiracion requiere de la contraccion muscular
de los musculos respiratorios, se dice que el proceso de la inspiracidén es un proceso
activo (Tortora GJ y Derrickson B. 2006).

La salida del aire de los pulmones también se debe a una diferencia de pre-
siones, pero en este caso el gradiente es en direccidn opuesta. Este proceso, a dife-
rencia del anterior, es un proceso pasivo porque no involucra a ninguna contraccion
muscular cuando se moviliza el volumen corriente. La espiracidon se produce princi-
palmente por la retraccion elastica de los pulmones, que como ya hemos mencionado
anteriormente tienen una tendencia natural a retraerse. Dos fuerzas contribuyen prin-
cipalmente a esta retraccion: 1) el retroceso de las fibras elasticas del tejido pulmonar
y 2) la traccion de la tensidn superficial ejercida por la capa del liquido alveolar. El
proceso comienza cuando se produce la relajacion de los musculos inspiratorios, pro-
duciéndose una disminucion de los didmetros de la caja tordcica y por consiguiente
de su volumen. Se produce asi el flujo de aire de los alveolos a la atmdsfera (Tortora
GJ y Derrickson B. 2006).

Por lo tanto mecdnicamente, el sistema respiratorio puede concebirse como
un conjunto formado por un componente eldstico, constituido por el tejido pulmonar
y la pared tordcica, y un componente resistivo, constituido por las vias aéreas. Asi
el trabajo ventilatorio se puede afectar por dos factores principales: la resistencia al
flujo que ofrecen las vias aéreas y la distensibilidad del tejido pulmonar. A la suma de
ambos componentes se le conoce como impedancia del sistema respiratorio. (Belda
FJy Llorens J. 2009).

La distensibilidad pulmonar, conocida cominmente como compliancia,
hace referencia a la capacidad que tiene el pulmén como cuerpo elastico de aumen-
tar su volumen por encima de su volumen de reposo. Se define bdsicamente como
el cambio de volumen pulmonar por cada cambio de unidad de presién (Belda FJ y
Llorens J. 2009). La distensibilidad pulmonar se relaciona principalmente con dos
factores: la elasticidad y la tension superficial alveolar (Tortora GJ y Derrickson B.
2006). Los pulmones normalmente presentan una alta distensibilidad dado que las
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fibras elasticas que componen su estructura se estiran con facilidad y el surfactan-
te del liquido alveolar reduce la tensién superficial. La distensibilidad puede estar
disminuida en trastornos del pulmén que modifican o lesionan su arquitectura (p.ej.
fibrosis pulmonar, enfisema, edema de pulmaon, ...etc.) o cuando se altera la capa del
surfactante y se pierde la tension superficial (p.ej. Sindrome de Distrés Respiratorio)
(Tortora GJ y Derrickson B. 2006).

Las paredes de las vias aéreas, especialmente las de los bronquiolos, son las
que ofrecen una mayor resistencia al flujo normal de aire en los pulmones; en cambio,
las vias aéreas de mayor calibre ofrecen una resistencia menor. El didmetro de las vias
aéreas puede ser regulado por la contraccion o relajacion del musculo liso de la pared
de las vias aéreas. La velocidad de flujo a través de las vias aéreas dependerd tanto
de la resistencia como de la diferencia de presion entre los alveolos y la atmdsfera.
Cualquier situacidon que estreche u obstruya las vias aéreas (p.ej. asma, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica,...etc.) provocara un aumento de la resistencia, requi-
riéndose una mayor diferencia de presidn para mantener la misma velocidad del flujo
aéreo (Tortora GJ y Derrickson B. 2006).

C) INTERCAMBIO GASEOSO

El recambio de gases de la sangre se produce porque los alveolos son ven-
tilados y a la vez perfundidos a través de los capilares alveolares (Belda FJ y Llorens
J. 2009). El intercambio de oxigeno y didxido de carbono entre el sistema alveolar y
la sangre pulmonar se produce por difusion pasiva, la cual es gobernada por el com-
portamiento de los gases siguiendo las leyes de Dalton y Henry.

Segun establece la Ley de Dalton, en una mezcla de gases, cada gas ejerce
una presidon como si ningln otro gas estuviera presente. A esta presion especifica
de cada gas se le denomina presién parcial. La presién parcial de toda la mezcla se
calcula mediante de la suma de las diferentes presiones parciales. Son las diferentes
presiones parciales las que determinan el desplazamiento del O, y el CO, entre la at-
mosfera y los pulmones, entre los pulmones y la sangre y entre la sangre y las células
del organismo, difundiendo a través de las membranas desde el drea de mayor pre-
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sion parcial hasta la de menor presidn parcial; a mayor diferencia de presion, mayor
serd la tasa de difusién (Tortora GJ y Derrickson B. 2006).

La segunda ley (Ley de Henry) establece que la cantidad de gas que se
disuelve en un liquido es proporcional a su solubilidad y a su presién parcial. Asi el ni-
trogeno se disuelve muy poco en el plasma a presion atmosférica debido a que tiene
una solubilidad muy baja. EI CO,, en comparacion con el O, se disuelve mucho mas
rapido en el plasma sanguineo, puesto que su solubilidad es del érden de 24 veces
mayor (Tortora GJ y Derrickson B. 2006).

El indice o tasa de intercambio gaseoso dependera, por lo tanto, de varios
factores: (Tortora GJ y Derrickson B. 2006; West JB. 2009)

a. de la presion parcial de los gases (ley de Dalton),

b. de la solubilidad de los gases (ley de Henry),

c. de la superficie disponible para el intercambio gaseoso; la superficie al-
veolar es muy grande y muchos capilares rodean cada alveolo, facilitando el

intercambio gaseoso (ley de Fick),

d. vy de la distancia de difusién; la membrana respiratoria es muy fina y la
difusion se produce de forma rapida (ley de Fick).

Este proceso de intercambio gaseoso, por otra parte imprescindible para la

vida, se puede afectar por diferentes patologias que afectan a los pulmones entre las
que encontramos el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.
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D) PATOLOGIA PULMONAR: SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIO AGUDO

D.1) Generalidades y definicion

El Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) es una afectacion pul-
monar grave caracterizada clinicamente por ser aguda, asociar disnea y taquipnea
severa y presentar hipoxemia refractaria que requiere en la mayoria de los casos el
uso de medidas de soporte respiratorio como la ventilacidon mecanica (VM).

Posiblemente la primera descripcién de esta patologia la publicé René
Théophile Hyacinthe Laénnec en 1821 en su “Tratado de Enfermedades del Torax”.
En él se describe la anatomia patoldgica macroscdpica de un sindrome caracterizado
por la aparicién de “anasarca idiopdtica del pulmon”, definida esta como la presencia
de edema pulmonar en ausencia de insuficiencia cardiaca.

A lo largo de la historia este sindrome ha sido identificado recibiendo dis-
tintas denominaciones, ya en la guerra civil americana se describe un sindrome simi-
lar denominado “doble neumonia”, en la primera guerra mundial es descrito como
el “colapso pulmonar postraumatico”, pasando a modificarse esta denominacion a
“pulmdén himedo postraumaético” en la segunda guerra mundial y “pu/mén de shock”
en la guerra de Corea. Posteriormente, en la guerra de Vietnam se describe como el
“pulmdén Da Nang”, localidad viethamita donde estaba situado un centro médico para
los combatientes. Una forma mas precisa de denominarlo y que surgié también de la
guerra de Vietnam fue “pulman del ventilador”, por la creencia de que en la etiologia
del dafio pulmonar se hallaba el tratamiento de soporte con ventilaciéon mecanica.

Sin embargo hay que esperar hasta finales de los afilos 60 para encontrar
la que actualmente se considera como primera descripcion del SDRA. En 1967 As-
hbaugh y sus colaboradores (Ashbaugh DG et al. 1967), en un articulo publicado en
Lancet, describen una serie de 12 pacientes que presentan un cuadro clinico carac-
terizado por “disnea severa, cianosis refractaria a oxigenoterapia, compliancia pul-
monar disminuida e infiltrados alveolares difusos en la radiografia de térax”; otros
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hallazgos eran la presencia de “atelectasias, congestion vascular, edema pulmonar
¥ membranas hialinas en la autopsia”, todo ello asociado inicialmente a patologias
tan diferentes como sepsis, traumas o broncoaspiracion. La similitud del sindrome
con el pulmén de shock y el Sindrome de Distrés Respiratorio del Recién Nacido le
valieron su nombre inicial de sindrome de “Distrés Respiratorio del Adulto”, en la
actualidad “Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo”, dado que esta entidad pue-
de ocurrir tanto en adultos como en nifios.

Ya que la definicion inicial carecia de criterios especificos que se pudiesen
usar para detectar a los pacientes con este cuadro de manera sistematica, se generé
mucha controversia acerca de su verdadera incidencia, historia natural y tasas de
mortalidad de este sindrome. No fue hasta 1988 cuando se propuso una definicion
mas precisa del cuadro en la que se cuantificaba la alteracion respiratoria respecto
a la homeostasis fisiolégica normal; se propuso una escala de cuatro puntos en los
que se media:

la cantidad de Presion Positiva Espiratoria al Final de la Espiracion (PEEP,
acronimo del inglés “Positive End-Expiratory Presure™),

* la relacion entre la presion parcial de oxigeno en sangre arterial (paO,) en
relacion a la fraccion de oxigeno inspirado (FiO,),

* la compliancia estatica del pulmény

¢ la cantidad de infiltrados evidentes en la radiografia de térax (Murray JF et
al. 1988).

Aunque este sistema se usé ampliamente a nivel clinico y de investigacion,
el no poder emplearse durante las primeras 72 horas tras la aparicion del sindrome
limitd su uso clinico. Sélo cuando se usaba entre los dias cuarto a séptimo podia ser
un buen predictor de un curso complicado con necesidad de ventilacion mecanica
durante tiempo prolongado (Heffner JE et al. 1995).
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En 1994, la Conferencia de Consenso Europeo-Americana (Bernard GR et al.
1994), reconocid que la gravedad de la afectacidn pulmonar era variable. Asi definié
el dafio pulmonar agudo (“Acute Lung Injury” y su acronimo AL, para pacientes con
hipoxemia menos severa (definida por la una relacién PaO,/FIO, <300), dejando el
SDRA para pacientes con hipoxemia mas grave (definida por una relacion PaOZ/FIO2
< 200). Esta nueva definicion aportd simplicidad de uso a nivel clinico y recuperé en
los criterios diagndsticos la presencia en la radiografia de térax de infiltrados com-
patibles con edema pulmonar (tabla 7). Como contrapartida, el criterio radioldgico
mostrd una gran variabilidad entre observadores cuando se aplica por expertos en el
campo de la ventilacion mecanica y el SDRA (Rubenfeld GD et al. 1999). Esta diversi-
dad seria la causa de las diferencias observadas en las poblaciones de pacientes con
ALl y/o SDRA en diferentes trabajos, lo que podria dar lugar a que fuera dificil para
los médicos aplicar los resultados de los estudios clinicos a sus pacientes. A pesar de
eso muchos expertos recomiendan el uso de estas definiciones para poder comparar
los pacientes que se incluyen en diferentes estudios clinicos (Ware LB y Matthay MA.
2000).

REFERENCIA ANO

DEFINICION O CRITERIOS

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Ashbaugh et al. 1971 Disnea severa, taquipnea Primera descripcion Carece de criterios especificos para
identificar a los pacientes de manera
sistemitica

Cianosis refractaria a la oxigenoterapia Resume bien caracteristicas clinicas
Disminucién de la di b
Infiltrados alveolares difusos en la radiografia de
térax
Atelectasia, congestién vascular, hemorragia, edema
pulmonar y membranas hialinas en la autopsia
Murray et al. 1988 Presencia de lesion pulmonar preexistente directao  Incluye un sistema de puntuacion de 4 EI Score de puntuacién daio pulmonar no
indirecta puntos de la lesion pulmonar predice los resultados
Lesién pulmonar leve a moderada o grave Especifica la causa clinica de la lesion ~ Carece de criterios especificos para excluir
pulmonar el diagnéstico de edema pulmonar
cardiogénico
Presencia de di: i6n de 6rganos no Tiene en i6n la i
ausencia de enfermedad sistémica
Bernard et al. 1994 TInicio agudo Simple, fcil de usar, especialmente en No especifica la causa

Infiltrados bilaterales en la radiografia de térax

Presion de enclavamiento de arteria pulmonar <18
mm Hg, o la ausencia de evidencia clinica de
hipertension en auricula izquierda

Se considera Lesion Pulmonar Aguda si PaO2/FiO2
es <300

Se considera Sindrome de Distres Respiratorio
agudo si PaO2/FiO2 es <200

los ensayos clinicos

Reconoce el espectro clinico de la
enfermedad

No considera la presencia o ausencia de
disfuncién multiorgdnica

Los hallazgos radiolégicos no son
especificos

Tabla 1. Tabla resumen de las principales caracteristicas de las definiciones mas relevantes del Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo.

Pa0, = presion arterial de oxigeno, Fi0, = Fraccion inspirada de oxigeno. Modificado de Ware y Matthay (Ware and Matthay. 2000)
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Recientemente algunas de las limitaciones de la definicion cldsica se han
intentado subsanar. La “Definicion de Berlin” elimina el término ALI, y en su lugar
distingue entre subgrupos mutuamente excluyentes de pacientes con SDRA. Se cla-
sifican a los enfermos en tres categorias, basandose en el grado de hipoxemia segun
la relacién PaOZ/FiOZ: pacientes con SDRA leve (300 >PaOz/FiOZ> 200), moderado
(200 > Pa0,/Fi0,> 100) y severo (Pa0,/Fi0,<100). Las principales caracteristicas de
esta nueva definicidon se resumen en la Tabla 2. En comparacion con la definicion de
la Conferencia de Consenso Europeo-Americana, la ultima definicién de Berlin tiene
mejor validez como predictor de la mortalidad (ARDS Definition Task Force. 2012).

SINDROME DE DISTRES RESPIRATORIO AGUDO

INICIO Dentro de la primera semana después un insulto clinico conocido o aparicion de
nuevos sintomas respiratorios o empeoramiento de los mismos

RADIOLOGIA DE Opacidades bilaterales, no explicadas completamente por derrames, colapso

TORAX 2 lobular o pulmonar, o nédulos

ORIGEN DEL EDEMA Insuficiencia respiratoria no explicada completamente por insuficiencia cardiaca

o sobrecarga de liquidos

Es necesaria una evaluacion objetiva (por ejemplo, ecocardiografia) para excluir
edema hidrostético si no estd presente ningun factor de riesgo

OXIGENACION b
LEVE 200 mm de Hg < Pa02/FI0z < 300 mm de Hg con PEEP o CPAP 2 5 cm H20 ¢
MODERADA 100 mm de Hg < Pa02/F102 < 200 mm de Hg con PEEP 25 cm H20
SEVERA Pa02/Fi02 < 100 mmHg con PEEP 2 5 cmH20

Tabla 2. |a definicién de Berlin del Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.

Pa0, = presion arterial de oxigeno, FiO, = Fraccion inspirada de oxigeno, CPAP = Acrénimo inglés de Presion Positiva Continua en la via Aérea, PEEP = Acrénimo
inglés de Presion Positiva al Final de la Espiracion

a. Incluye radiografia de térax o tomografia computarizada.
b. Sila altitud es superior a1.000 m, el factor de correccién se calculara de la siguiente manera: [PaO}/FiOz X (presion barométrica / 760)].
C Esto puede ser administrado de forma no invasiva en el grupo de paciente con Sindrome de Distres Respiratorio Agudo leve.

Modificado de The ARDS Definition Task Force (ARDS Definition Task Force. JAMA 2012)
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D.2) Epidemiologia

Durante afios el conocimiento de la incidencia real del SDRA y ALI ha sido
dificultosa debido, sobre todo y entre otros factores, a la falta de criterios unificados
para definir al sindrome como un proceso patolégico que solo se corrigié a partir
de 1994 con el consenso de unos criterios descriptivos por la Conferencia Europea-
Americana. Una primera aproximacion del “National Institutes of Health” (NIH) en
el afio 1977 estimd una incidencia anual en Estados Unidos de 75 casos por cada
100.000 habitantes (No authors listed. 1977). Trabajos posteriores han estimado inci-
dencias inferiores que rondan entre los 1,5 y 8,5 casos por cada 100.000 habitantes
(Villar J y Slutsky AS. 1989; Webster NR et al. 1988, Thomsen GE y Morris AH. 1995).
El inconveniente para el cdlculo de la incidencia del SDRA vy el ALl es que en los
primeros trabajos se valoraban criterios poco homogéneos y no unificados por lo
que el conocimiento vy la inclusion de estos pacientes ha sido dificultosa. Una de las
primeras referencias que utilizé los criterios de 1994 fue la de Luhr et al. en 1999, que
encontraron una incidencia de 17.9 casos para ALl y de 13.5 casos para SDRA por cada
100.000 habitantes y afio (Luhr et al. 1999). Recientemente un grupo de investigado-
res islandeses encontrd una incidencia estandarizada por edad de SDRA durante un
periodo de 12 afios (entre 1988 y 2010) de 7,2 casos por cada 100.000 personas y afio
(Sigurdsson Ml et al. 2013).
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D.3) Etiologia y factores predisponentes

La apariciéon del SDRA se asocia a una gran variedad de factores predispo-
nentes y cuadros clinicos coexistentes que actuan sobre un individuo con predisposi-
cién para desarrollar dicha patologia (de Haro C et al. 2013). Las entidades nosoldgi-
cas relacionadas pueden agruparse groseramente en dos categorias:

e. las asociadas con lesion directa del pulmon

f. las que causan lesion indirecta del pulmoén en el contexto de un proceso
sistémico.

Entre aquellas que desarrollan SDRA asociada a la lesion pulmonar directa
encontramos la neumonia, la aspiracion de contenido gastrico, la contusion pulmonar,
la embolia grasa, el casi-ahogamiento y el edema secundario a reperfusion (p.ej. en
trasplante pulmonar).

Entre las entidades que causan lesién pulmonar a distancia encontramos la
sepsis, la politransfusion y los politrumatismos, la cirugia cardiaca con circulacion extra-
corporea y la pancreatitis aguda entre otras (tabla 3) (Ware LB y Matthay MA. 2000).

LESION PULMONAR DIRECTA LESION PULMONAR INDIRECTA
Causas comunes Causas comunes
Neumonia Sepsis
Aspiracién de contenido gastrico Trauma grave con shocky
politransfusién
Causas menos comunes Causas menos comunes

Contusion pulmonar Circulacion extracorpérea
Embolia grasa Sobredosis de drogas
Casi-ahogamiento Pancreatitis aguda
Lesiones por inhalacién Transfusion de productos sanguineos

Edema pulmonar por reperfusion
- después del trasplante de pulmoén o
- embolectomia pulmonar

Tabla 3. Alteraciones clinicas asociadas con la aparicion del Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.

Modificado de Ware y Matthay (Ware and Matthay. 2000)
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En conjunto, la sepsis es la patologia que se asocia con mayor riesgo de de-
sarrollo de ALl o SDRA, llegando hasta aproximadamente el 40% (Hudson LD et al.
1995). A mayor numero de factores predisponentes mayor riesgo (Pepe PE et al. 1982);
de modo similar la concomitancia de otros factores secundarios como son las enfer-
medades pulmonares crénicas o el enolismo crénico (Hudson LD et al. 1995) aumentan
también el riesgo de desarrollar ALl y SDRA de manera significativa.

D.3.1) Susceptibilidad genética

La identificacidn, en recientes estudios, de variantes en determinados genes
ha mejorado nuestra comprension de las vias especificas implicadas en la manifesta-
cion del ALl'y el SDRA (Gao L y Barnes KC. 2009). Entre ellos se encuentran variantes
en genes que regulan la inflamacidn, las vias de la coagulacion, la funciéon endotelial,
la generacion de radicales libres y la apoptosis, procesos todos ellos involucrados en
el dafo y la reparacion del pulmén (Matthay MA et al. 2012). Por ejemplo, variantes
genéticas en la via Fas (moduladora de la apoptosis y la inflamacion) se han asociado
con una susceptibilidad mayor para el desarrollo de lesidon pulmonar aguda (Glavan
BJ et al. 2011). Un estudio de genes candidatos identificd un polimorfismo funcional
en la regién promotora gen DARC (acrénimo de “Duffy Antigen Receptor for Che-
mokines™) que se asocid con un aumento del 17% en la mortalidad a 60 dias en los
pacientes afroamericanos con SDRA (Kangelaris KN et al. 2012). Uno de los trabajos
mas significativos en este campo es una revision de la literatura llevada a cabo por
Grigoryeven y colaboradores (2004) en la que se identificaron hasta 33 genes rela-
cionados con la patogénesis del ALI/SDRA (Grigoryev DN et al. 2004). Sin embargo,
en la actualidad, no podemos identificar un Unico gen o responsable de una mayor
susceptibilidad a desarrollar SDRA.

El conocer los factores predisponentes y detectar de manera precoz a los

pacientes en riesgo de desarrollar esta patologia es fundamental para prevenir la
aparicion del ALl y el SDRA.
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D.4) Prondstico

El SDRA y ALI tiene una elevada mortalidad, que oscila entre el 40 y el 60%
dependiendo de las series estudiadas (Zilberberg MD y Epstein SK. 1998; Suchyta MR et
al. 1992; Milberg JA et al. 1995). Aunque la mayoria de los fallecimientos son atribuibles
a la presencia de sepsis o disfuncidon multiorganica en vez de a causas respiratorias pu-
ras (Zilberberg MD y Epstein SK. 1998) la mejoria de la mortalidad que se ha observado
en los pacientes sometidos a determinadas estrategias de ventilacion mecanica con
volumenes corrientes bajos sugiere que en determinados casos la mortalidad podria ser
atribuida directamente a la lesion pulmonar (Ware LB y Matthay MA. 2000). Los traba-
jos mas recientes indican una reduccion de las tasas generales de mortalidad asociadas
al SDRA / ALI de aproximadamente el 1,1% por afio (Zambon My Vincent JL. 2008).
Entre los factores asociados a esta disminucion se incluirian tratamientos mas efectivos
contra la sepsis, mejoras en las terapias de soporte en los pacientes criticos y cambios
en las estrategias de ventilacion mecanica (Ware LB y Matthay MA. 2000).

Existen una serie de factores que pueden usarse para predecir la mortalidad
en el momento del diagndstico de ALI o SDRA. Entre ellos encontramos las enferme-
dades hepaticas cronicas, la presencia de disfuncidn orgdnica concomitante, la sepsis y
la edad avanzada (Zilberberg MD y Epstein SK. 1998). Sorprendentemente, los indices
iniciales de oxigenacion como p.ej. la relacion pO, / FiO, o el “Lung-Injury Score” no sir-
vieron como predictores de mortalidad (Ware LB y Matthay MA. 2000), encontrandose
cifras de mortalidad similares entre pacientes con relaciones pO, / FiO, menores o igua-
les a 300 y aquellos con cifras inferiores a 200 (Zilberberg MD y Epstein SK. 1998). La
falta de mejoria de la funcidon pulmonar a lo largo de la primera semana de tratamiento
Si se asocia a un peor pronostico (Heffner JE et al. 1995).

En los pacientes que sobreviven la recuperacion normal de la funcion pul-
monar tarda en torno a 6-12 meses, variando en funcién de la gravedad del cuadro
(McHugh LG et al. 1994). Los supervivientes del SDRA sufren sintomatologia respira-
toria considerable y presentan ademas una disminucién de la Calidad de Vida Rela-
cionada con la Salud (CVRS o HRQOL, acrénimo inglés de “Health-Related Quality
Of Life”) que aun prevalece 12 meses después de la aparicion de la lesion (Heyland
DK et al. 2005).
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D.5) Fisiopatologia

Los esfuerzos por entender la fisiopatologia subyacente en el SDRA han
sido intensos y siguen siendo una prioridad para los Sistemas Nacionales de Salud
(Matthay MA et al. 2005). Congestion, atelectasias y edema pulmonar eran algunas
de las caracteristicas con las que inicialmente se describid este sindrome (Ashbaugh
DG et al. 1967). Posteriormente numerosos trabajos a nivel experimental y clinico
establecieron el concepto de que el principal mecanismo fisiopatoldgico subyacente
en los estadios iniciales del SDRA era un edema rico en proteinas ocasionado por un
aumento de la permeabilidad microvascular pulmonar (Figura 2) (Matthay MA et al.
2012). Actualmente hay un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares sub-
yacentes y también de la presencia de factores ambientales y genéticos implicados
en la fisiopatologia del SDRA. De manera general, el ALI / SDRA se caracteriza por
una agresion inicial que desencadena una respuesta celular y la liberacion de una
cascada de mediadores.

Células
endoteliales Pulmones
Infeccion pulmonar

Células
epiteliales

=)
@ PMNs LESION
Py

Aspiracion

Sepsis

Macrofagos

Politraumatismo, alveolares

Shock

* Lesiéndela

membrana alveolo-
. capilar
Monocitos P .,
+ Inflamacién

* Aumento de la
&?;5, Plaquetas permeabilidad
o= pulmonar y edema

Sistema hemostatico

Otros insultos

Figura 2. Eventos en la fisiopatologia del ALI'y el SDRA. Una variedad de insultos clinicos directos o indirectos pueden ocasionar
Lesion Pulmonar Aguda. En las primeras descripciones el edema pulmonar era la consecuencia mas importante. Posteriormente
se obtuvieron evidencias de la aparicion de lesion inflamatoria como mecanismo patogénico principal.

Modificado de Matthay y Zimmerman. (Matthay and Zimmerman. 2005)
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La membrana alveolo-capilar estd formada por dos barreras independien-
tes, el endotelio microvascular y el epitelio alveolar. El dafio endotelial que existe en
la fase aguda o exudativa del SDRA se caracteriza por un trasiego de fluido rico en
proteinas hacia el espacio alveolar que ocurre como consecuencia de un aumento en
la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar. (Figura 3) (Ware LB y Matthay MA.
2000, Pugin J et al. 1999). Este aumento de la permeabilidad es la que condiciona la
aparicion del edema pulmonar. Ademas se produce la precipitacion de proteinas del
plasma y otros detritus celulares en el espacio alveolar dando lugar a la formacion
de las caracteristicas membranas hialinas (Castillo RL et al. 2015). Diversos sistemas
moleculares y mediadores contribuyen al aumento de la permeabilidad endotelial y
del epitelio alveolar (Matthay MA et al. 2012). La cadherina endotelial vascular (VE-
cadherin), una proteina de unién celular, es fundamental para mantener la integridad
de la barrera endotelial en la microvasculatura pulmonar (Vestweber D et al. 2009);
anticuerpos anti VE-cadherin u otros factores desestabilizantes de esta como el fac-
tor de necrosis tumoral (TNF) o la trombina rompen las uniones de la VE-cadherin
induciendo la formacion del edema pulmonar (Schulte D et al. 2011).

La superficie del alveolo normal, como ya se expuso con anterioridad, esta
tapizada principalmente de dos tipos celulares diferentes: los neumocitos tipo I, de
morfologia aplanada y que tapizan aproximadamente el 90% de la superficie alveolar
los neumocitos tipo |, de morfologia aplanada y que tapizan aproximadamente el
90% de la superficie alveolar (aunque sdélo constituyen el 20% de la poblacién celu-
lar), y los neumocitos tipo Il (suman aproximadamente el 80% de las células alveo-
lares), de morfologia cuboidal y que cubren aproximadamente el 10% restante de la
superficie. Entre las funciones de estos ultimos estan la produccion del surfactante,
el transporte de iones y la proliferacion y posterior diferenciaciéon hacia neumocitos
tipo | cuando estos se lesionan. En el SDRA se produce una lesion epitelial y la con-
siguiente pérdida de integridad del mismo y esto acarrea una serie de consecuen-
cias. En condiciones normales el epitelio alveolar es mucho menos permeable que la
superficie endotelial (Wiener-Kronish JP et al. 1991), de tal modo que la pérdida de
la integridad fisica de la membrana alveolar puede contribuir al edema alveolar. Del
mismo modo la pérdida de la integridad endotelial puede ocasionar un mal funciona-
miento de los sistemas de reabsorcion de liquido desde el espacio alveolar (Sznajder
JI.1999). La lesidon de los neumocitos tipo Il del epitelio alveolar condiciona ademas
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una pérdida en la produccion y recambio del surfactante pulmonar (Greene KE et al.
1999) y desencadena la liberacién de diversos mediadores entre los que se incluyen
citocinas proinflamatorias que dan lugar a la activacién de los neutrofilos y estimulan
la quimiotaxis (Tyrrell C et al. 2012). Ademas la pérdida de la barrera fisica que supone
el epitelio predispone a los pacientes a la aparicion de sepsis en aquellos casos en
los que existe neumonia (Kurahashi K et al. 1999; Castillo RL et al. 2015). Por ultimo,
si la lesion es muy extensa, una reparacion epitelial insuficiente puede ocasionar la
aparicion de fibrosis (Bitterman PB. 1992).

La liberacidon de citocinas inicia y amplifica la respuesta inflamatoria. Esta
se puede originar como respuesta a una agresion directa al pulmon (p.ej. neumonia,
aspiracion o inhalacién de sustancias) o de manera indirecta como parte de una res-
puesta inflamatoria sistémica (p.ej. como ocurre en la sepsis o los politraumatismos).
La contribucién de algunas citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tu-
moral (TNF) o las interleucinas (IL) 6 y 8 se han asociado a la aparicion de ALl y
SDRA en diferentes modelos (Menk M et al. 2015) junto con otros como endotoxinas
o factores transcripcionales proinflamatorios como el factor nuclear kappaB (NF-kB)
(Wang G et al. 2013). Los niveles de algunas de estas citocinas como lalL1y lalL 6
(Meduri GU et al. 1995) o de otras proteinas como la DcR3 (“Decoy Receptor 3”, una
proteina hidrosoluble con efectos inmunomoduladores) se han propuesto como bio-
marcadores predictores del prondstico de pacientes con SDRA (Chen CY et al. 2009).

El reclutamiento excesivo de leucocitos resulta fundamental en la fisiopato-
logia del ALl y el SDRA, este proceso es un mecanismo coordinado dependiente de
quimiocinas (Bhatia M et al. 2012) por lo tanto, el conocimiento de los eventos celula-
res asociados al reclutamiento de leucocitos podria llevarnos al disefio de mejores y
mas eficaces estrategias terapéuticas frente al SDRA.

Se considera que el eje central de la patogénesis del ALl / SDRA estd me-
diado por neutréfilos polimorfonucleares (PMN) y por mediadores (circulantes o ge-
nerados localmente en el pulmdn); no obstante, hay otros mecanismos considerados
relevantes como la activacion del endotelio y/o la apoptosis (Matthay MA y Zim-
merman GA. 2005). Son las citocinas y quimiocinas, junto con otras sustancias, las
responsables del inicio y amplificacion de la respuesta inflamatoria que ocurre en
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la Lesion Pulmonar Aguda y el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo. A ello se
suma como mecanismo subyacente la activacidon del complemento, y en especial del
componente C5a, con la consecuente activacion posterior de los neutroéfilos (Jacob
HS et al. 1980). Pero no sdélo es importante el aumento en la producciéon de sustancias
proinflamatorias sino también el equilibrio entre éstas y las citocinas antiinflamatorias
que limitarian la progresion de las lesiones inflamatorias, hechos éstos constatados en
diferentes trabajos donde se muestra el aumento de sustancias inhibidoras de citoci-
nas proinflamatorias como el antagonista del receptor de la interleucina 1, el receptor
soluble de factor de necrosis tumoral, anticuerpos anti-interleucina 8 y citocinas anti-
inflamatorias como las interleucinas 10 y 11 (Pittet JF et al. 1997). Estudios posteriores
sugieren que otros mecanismos pueden estar implicados, como por ejemplo los que
rigen el equilibrio entre los enzimas convertidores de la angiotensina 1y 2 y que pue-
den modificar el grado de lesiéon pulmonar (Imai Y et al. 2005; Kuba K et al. 2005).
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Figura 3. EI Alveolo Normal (lado izquierdo) y el Alveolo Lesionado en Fase Aguda (lado derecho) del Sindrome de Distrés

Respiratorio Agudo.

En la fase aguda se produce un desprendimiento del epitelio bronquial y alveolar y la formacién de membranas hialinas sobre la membrana basal

denudada. Los neutréfilos se encuentran adheridos al endotelio lesionado y migrando a través del intersticio hasta el espacio alveolar el cual se encuentra
ocupado por edema rico en proteinas. En el espacio alveolar los macréfagos segregan citocinas, interleucinas (IL) 1, 6, 8 y 10 y Factor de Necrosis Tumoral
alfa (TNF-a)) las cuales acttian localmente estimulando la quimiotaxis y activando a los neutrdfilos. La IL-1 puede también estimular la formacion de matriz
extracelular por parte de los fibroblastos intersticiales. Los neutrdfilos activados liberan sustancias como radicales libres del oxigeno, proteasas, leucotrienos
y otras sustancias proinflamatorias como el Factor Activador de las Plaquetas (PAF de su acrénimo inglés). También se producen una serie de sustancias
mediadoras anti-inflamatorias (no mostradas en la figura) como el antagonista del receptor de la interleucina 1, el receptor soluble del factor de necrosis

tumoral, los autoanticuerpos anti-interleucina 8 y citocinas tales como la interleucina 10y 11.

Modificado de Matthay y Zimmerman. (Matthay and Zimmerman. 2005)
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D.5.1) Papel de los neutrdfilos en el SDRA

La lesion endotelial y del epitelio alveolar y la pérdida de integridad de éstos
se acompafia de una entrada de neutrdéfilos en el intersticio y el espacio bronco-
alveolar (Grommes J y Soehnlein O. 2011). Como hemos anticipado, los neutréfilos
desempenan un papel clave en la aparicion del ALl y el SDRA. A nivel histoldgico,
en preparaciones obtenidas de pulmones en estadios iniciales de ALl y SDRA, puede
observarse una marcada acumulacion de neutrdfilos; ademas éstos predominan en
el liquido broncoalveolar obtenido de pacientes con SDRA y su concentracion se co-
rrelaciona con la severidad del cuadro y con su prondstico (Steinberg KP et al. 1994).
Ademas cuando se bloquea la IL-8, la sustancia quimiotactica mas importante en
la atraccidn de neutrdfilos, se obtiene un efecto protector en el ALI/SDRA inducido
por instilacion acida en conejos (Folkesson HG et al. 1995). Aunque puede ocurrir en
pacientes con neutropenia, indicando que en determinadas condiciones, mecanismos
independientes de los neutrofilos por si solos son capaces de desarrollar ALI, una
gran cantidad de datos experimentales y clinicos apuntan hacia el importante papel
de estos como causa en la lesidon pulmonar; dejando a un lado que la activacion de
neutrofilos es vital para la defensa del huésped, su activacion excesiva conduce a da-
fos en los tejidos por la liberacidon de agentes activadores de las células citotdxicas e
inmunes tales como las proteinasas, polipéptidos catidnicos, citocinas y los radicales
libres de oxigeno (Grommes J y Soehnlein O. 2011).

En los estadios iniciales del ALI/SDRA los neutrdfilos se adhieren y son reclu-
tados por los capilares pulmonares desde donde migran al interior del espacio alveo-
lar, son activados y comienzan a liberar sustancias citotéxicas (p.ej. radicales libres de
oxigeno, proteasas, ...etc.) que condicionan la lesidon del epitelio alveolar y endotelial
(figura 3). El proceso de reclutamiento de los PMN es complejo y estan implicados
diferentes mediadores inflamatorios en él (Castillo RL et al. 2015). En el ser humano
los PMN se almacenan en la médula dsea y en algunos tejidos; cuando los mediadores
inflamatorios llegan a la circulacion, la médula ésea es estimulada por éstos para liberar
los neutrofilos (Zhao X et al. 2005). Determinadas moléculas de adhesion celular entre
las que se encuentran las cadherinas, selectinas, inmunoglobulinas e integrinas, son las
mediadoras de la adhesion de los neutréfilos PMN con las células endoteliales activa-
das (Lai TS et al. 2010). Después de la adhesion al endotelio, los PMN son coactivados
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por agonistas proinflamatorios y por la superficie de adhesién, en la que se expresa el
ligando de las integrinas, ICAM-1 (acrénimo del inglés “Intercellular Adhesion Molecule
1”) (Castillo RL et al. 2015). Las integrinas son cruciales en el proceso de activacion de
los PMNs; cuando estas se unen a los ligandos y se agrupan se activa la funcion de los
PMNs (Schymeinsky J et al. 2007). Ademas, también se necesitan otras vias molecula-
res en la estimulacién de PMNs, tales como la fosforilacion de la MAPK-p38. La familia
de las MAPK (acrénimo del inglés “mitogen-activated protein kinases”) es fundamen-
tal en la mediacién de numerosos cambios en la funcion celular, tales como la expresion
de citocinas y la apoptosis (Puddicombe SM et al. 2000).

Parece también poco probable que los PMN actuen solos en la patogénesis
del ALl / SDRA. Los macrofagos alveolares, subpoblaciones de monocitos circulantes
y otros subtipos de leucocitos han sido considerados en diferentes trabajos como
efectores (Pittet JF el al. 1997; Rosseau S et al. 2000; Niesler U et al. 2014). Las pla-
quetas pueden producir IL-1p y otras citocinas y ademas tienen la capacidad de inte-
ractuar con los monocitos y los neutroéfilos; son por tanto participes de las cascadas
inmunes y pueden modular la lesion inflamatoria en el ALI / SDRA (Heffner JE et al.
1987, McVey M et al 2012).

D.5.2) El estrés oxidativo como via de sefializacion en el ALl / SDRA

En el ALl / SDRA, tras la agresion inicial que desencadena la liberacion media-
da por células de una cascada de sustancias inflamatorias, se produce un disbalance en
los procesos de oxidacion que se manifiesta como estrés oxidativo y que juega un papel
importante en el desarrollo, modulacidon y mantenimiento de las respuestas inflamato-
rias locales y sistémicas (Castillo RL et al. 2015).

El alveolo esta continuamente expuesto a oxigeno reactivo. El sistema de de-
fensa antioxidante consiste en compuestos moleculares de bajo peso como el gluta-
tion reducido (GSH), el acido ascorbico o vitamina C, antioxidantes lipofilicos como
la vitamina E (a-tocoferol) o el retinol (vitamina A) y enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. En condiciones normales todos
ellos interactiian para proteger a las estructuras pulmonares del efecto deletéreo de la
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oxidacion (Schmidt R et al. 2004). Independientemente del mecanismo desencadenan-
te las manifestaciones del SDRA son similares lo que implica unas vias fisiopatoldgicas
finales comunes. Tras la activacion inicial del endotelio pulmonar y de los macréfagos
alveolares e intersticiales se produce un aumento en la expresion de las moléculas de
adhesién y la produccién de citocinas y quimiocinas que inducen un secuestro masivo
de neutrofilos en la microvasculatura pulmonar. Estos migrardn posteriormente a través
del endotelio y el epitelio hasta el espacio alveolar donde liberardn una serie de sustan-
cias citotéxicas y proinflamatorias, entre las que encontramos especies reactivas deri-
vas del oxigeno (ROS, acronimo del ingles “reactive oxygen species”) y del nitrégeno
(RNS, acronimo de “reactive nitrogen species”) (Castillo RL et al. 2015).

El aumento de los niveles de oxidantes tanto en el pulmén como en el plas-
ma de pacientes con ALl / SDRA pone de manifiesto su participacion en la fisiopato-
logia. Ademas los niveles de estos oxidantes se correlacionan con la severidad de la
enfermedad (Castillo RL et al. 2015). En modelos animales, las especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno derivadas de los neutréfilos causan lesion pulmonar histolo-
gica asi como un aumento de la permeabilidad pulmonar (Auten RL et al. 2001). Otros
estudios han revelado que los ROS son capaces de romper las uniones estrechas del
endotelio mediante fosforilacion por quinasas de accion focal (Galeotti T et al. 2003).

D.6) Estrategias de tratamiento: el papel de la ventilacion mecdnica

La ventilacion mecdnica se ha utilizado durante décadas para el apoyo
de pacientes criticos; a pesar de su potencial capacidad para salvar vidas po-
see varios inconvenientes posibles como lo demuestran diferentes estudios sobre
modelos animales y en el ser humano donde los factores mecanicos y los modos
ventilatorios pueden inducir o amplificar la inflamacién alveolar, ocasionando le-
sion pulmonar (Ware LB y Matthay MA. 2000; Klueber WM et al. 1999) ademas
de contribuir a la lesion de otros érganos (Ware LB y Matthay MA. 2000; Ranieri
VM et al. 1999). De este modo, las estrategias ventilatorias desfavorables pueden
agravar la severidad de el SDRA de forma iatrogénica (Ware LB y Matthay MA.
2000; No authors listed. 2000). Trabajos en modelo animal demuestran que la
ventilacion mecdnica con voliumenes y presiones elevadas pueden lesionar el pul-
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mon provocando un aumento en la permeabilidad y edema tanto en pulmoén sano
(Dreyfuss D et al. 1988) como en pulmén lesionado previamente (Corbridge TC et
al. 1990). Las teorias iniciales que intentaron explicar este fendmeno se centraron
en la activacién endotelial secundaria a la distensién alveolar como mecanismo
lesivo. Posteriormente |la apertura y cierre ciclicos de los alveolos atelectdsicos
se ha postulado como un mecanismo lesivo independiente de la sobredistensién
alveolar. Altas concentraciones de oxigeno pueden ser toxicas para las células
que constituyen la membrana alveolo capilar. Ademas en modelos animales la
hiperoxia incrementa el niumero de PMNs pulmonares y produce una desregula-
cion de otros mecanismos inmunes (Rinaldo JE y Rogers RM. 1982; Matthay MA y
Zimmerman GA. 2005).

Asi pues el conocimiento detallado y el uso apropiado de la ventilacion me-
cdnica es de crucial importancia en el ALl / SDRA. Tres ensayos clinicos han demos-
trado que el uso de ventilacion mecanica de proteccidon pulmonar con volumenes co-
rrientes bajos y bajas presiones en la via aérea reducen la mortalidad en los pacientes
con Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (Amato MB et al. 1998; No authors listed.
2000; Villar J et al. 2006). Entre los beneficios de la ventilacion de proteccién pulmo-
nar encontramos un menor edema al preservar mejor las propiedades del endotelio
y del epitelio alveolar (Dreyfuss D et al. 1988). Por este mismo motivo, la resolucién
del edema cuando ya se ha establecido es mas rapida con las estrategias de protec-
cién pulmonar (Frank JA et al. 2002). Ademds disminuye los marcadores de lesidn
pulmonar y la produccion de mediadores proinflamatorios dando lugar a un menor
reclutamiento pulmonar de neutréfilos y a una disminucion de interleucinas (Ranieri
VM et al. 1999).
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E) LESION PULMONAR INDUCIDA POR VENTILACION MECANICA

Uno de los cambios conceptuales que se ha producido en el tratamiento de los
pacientes criticos, y en especial aquellos con SDRA es que la propia ventilacién mecanica
puede dafar al pulmdn e inducir o perpetuar la situacion de lesion pulmonar. El dafio cau-
sado por esta, tanto a nivel macroscopico como microscopico, es inespecifico y a grandes
rasgos es indistinguible del que puede observarse en la lesion alveolar aguda de los pa-
cientes con SDRA. El edema pulmonar inducido por la ventilacion mecanica es en esencia
el resultado de cambios importantes en la permeabilidad de la barrera alveolo-capilar. Este
fendmeno se produce tanto en los pulmones sanos, como en aquellos ya previamente
dafados.

En los afos 70, el mas temido de los efectos adversos de la ventilacion meca-
nica era la alteraciéon hemodindmica secundaria y el riesgo potencial de desarrollar fibro-
sis pulmonar como consecuencia del uso de fracciones inspiratorias elevadas de oxigeno
(Frank L et al. 1978). En general y de manera sorprendente, las alteraciones estructurales
inducidas por la ventilacién mecanica no se tenian practicamente en consideracion y eran
nombradas genéricamente como barotrauma (Gattinoni L et al. 2010); este término se usa
para indicar el dafio pulmonar atribuible a la aplicacion de altas presiones en la via aérea
y se han descrito diferentes formas del mismo de las cuales el neumotdrax constituye el
paradigma. Otras formas menos frecuentes incluyen el neumomediastino o el embolismo
gaseoso.

En el transcurso de los afios ochenta algunos investigadores empezaron a cues-
tionar la terminologia descrita (barotrauma). Dreyfuss y sus colaboradores (1988) plantean
la posibilidad de que el empleo de volumen corriente elevado y no una presion elevada sea
el principal factor responsable de la lesidn mecdnica de la estructura pulmonar causada
por la ventilacion mecanica. Estos autores usaron ratas previamente sanas que asignaron
a varios grupos: uno en el que se utilizaba la ventilaciéon mecanica con presiones altas
pero con el torax atado y sin posibilidad de expandirse (presiones muy altas y volimenes
bajos). Un segundo grupo ventilado con presiones elevadas y el térax no limitado en su ex-
pansidn con lo que se consiguen volimenes elevados (en este grupo la lesidon pulmonar es
dramatica). Un tercer grupo ventilado con volimenes elevados pero con bajas presiones
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(hecho que consiguen con la apertura del térax). En todos los caso en los que se ventilaba
a las ratas con volumenes altos se producian cambios significativos en el agua extravas-
cular pulmonar, el peso en seco del pulmon vy la distribucion de la albumina marcada, sin
embargo este hecho no se observé en el grupo de ratas sometidas a ventilaciéon con ele-
vadas presiones y bajos volumenes. Basandose en estos hechos los autores concluyen que
el volumen y no la presion es responsable de la lesion pulmonar inducida por ventilacion
mecanica (VILI, acronimo del inglés “Ventilator Induced Lung Injury”). Este fue el motivo
por el que se acuid el término de volutrauma y con él se sientan las bases sobre las que se
desarrollarian posteriormente las estrategias de ventilacion de proteccién pulmonar (Dre-
yfuss D et al. 1988). Las fuerzas implicadas en el desarrollo del barotrauma y volutrauma
estan estrechamente relacionados y comparten una misma relacion constante en sujetos
sanos y sujetos con SDRA, la elastancia pulmonar, lo que supone dos caras de una misma
moneda (Gattinoni L et al. 2010). Casi simultaneamente, Gattinoni y colaboradores propo-
nen el concepto de “baby-lung’ (pulmon de bebé)(Gattinoni L y Pesenti A. 2005) que se
origina como consecuencia de los exdmenes de tomografia computarizada que mostraron
en la mayoria de los pacientes con lesion pulmonar aguda y/o Sindrome de Distrés Respi-
ratorio Agudo que el tejido aireado normalmente tiene las dimensiones de los pulmones
de un nifio de 5 a 6 afos de edad (300-500 g de tejido aireado).

Como ya hemos comentado, el uso adecuado de la ventilacidn mecanica resulta
de crucial importancia puesto que el prondstico del paciente puede estar influido por la
manera en como aplicamos esta. El mayor ensayo de ventilacion limitada por presion y
volumen fue el ARDSnet. Este ensayo, de 861 pacientes, demostré un 9% de descenso en la
mortalidad (31% vs 39.8%, p= 0.07) con el empleo de volumenes corriente reducidos (6,2
ml/kg vs 11,8 mI/Kg) (No authors listed. 2000). Otro meta-analisis concluye el beneficio
clinico del uso de voliimenes corriente similares (7.7 ml/Kg vs 11,2 ml/kg) aunque en este
€aso no se consiguio significacion estadistica (Moran JL et al. 2005).

Producto de los resultados de estos y otros muchos estudios, el volumen co-
rriente empleado en la ventilacidon ha ido decreciendo progresivamente desde los 12-15 ml/
kg de peso (Suter PM et al. 1975), hasta las cifras recomendadas actualmente, inferiores
a los 9 ml/kg, aungue en realidad, voltimenes corrientes bajos son realmente voltimenes
normales ya que el volumen corriente normal en mamiferos es de 6.3 ml/kg (Tenney SM
et al. 1963).
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E.1) MECANISMOS DE LESION PULMONAR INDUCIDA POR LA VENTILACION
MECANICA

La VILI es iniciada por la aplicacion repetida, sobre el tejido pulmonar, de una
excesiva tension y deformaciéon que afecta a estructuras tales como el fibroesqueleto
y la microvascularizacion pulmonar, a las pequefas vias aéreas distales y a los tejidos
yuxtaalveolares, y que es capaz de reproducir no solo el cuadro clinico de la LPA vy el
SDRA, tal y como fueron definidos por la conferencia de consenso de 1994 (Bernard GR
et al. 1994), sino también la lesion histolégica que caracteriza al dafio alveolar difuso
(DAD), definida en 1976 por Katzenstein y colaboradores (Katzenstein AL et al. 1976),
y que constituye el verdadero “gold standard” (“patron oro”) para el diagndstico del
SDRA. Este fendmeno se produce tanto en los pulmones sanos, como en aquellos ya
previamente dafiados (Pinhu L et al. 2003).

E.1.1) Dafio pulmonar inducido por presion excesiva en la via aérea (barotrauma)
y por sobredistension pulmonar (volutrauma)

Como se ha comentado anteriormente, el término barotrauma se usa para indicar
el dafo pulmonar atribuible a la aplicacion de altas presiones en la via aérea. Histéricamente
ha sido la lesion pulmonar asociada con mas frecuencia a la ventilacion mecanica y da lu-
gar al desarrollo de aire extra-alveolar en forma de enfisema intersticial, neumomediastino,
enfisema subcutaneo, neumotdrax, neumopericardio, neumoperitoneo o embolia gaseosa
sistémica. La relacion existente entre la presion en la via aérea y el dafio pulmonar se ha
puesto de manifiesto mediante diferentes trabajos. Webb y Tierney (2003) usaron un mo-
delo de ratas ventiladas durante 1 hora y utilizaron diferentes niveles de presion en la via
aéreq, con y sin PEEP. Los animales que fueron ventilados con presiones pico de 14 cmH,0
no presentaron ningiin cambio histolégico en el pulmdn, mientras que aquellos ventilados
con alta presion (entre 30 y 45 cmH,0) presentaron lesiones en forma de un importante
edema tanto perivascular como alveolar (Webb HH y Tierney DF. 2003).

Segun un modelo publicado recientemente por Marini y Gattinoni (figura 4)

(Marini JJ y Gattinoni L. 2004), y sin necesidad de que se produzcan presiones intrato-
racicas elevadas, los cambios en la tension y deformacion de los tejidos pulmonares que
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se producen en los diferentes ciclos respiratorios son capaces de inducir fendmenos de
auténtica ruptura de las paredes alveolares, asi como fendmenos de mecanotransduccion
y liberacion de mediadores inflamatorios que pasan a la circulacion pulmonar y sistémica,
y que son capaces de producir una lesion sobre érganos a distancia del pulmén. No es
necesario el empleo de grandes volumenes corrientes para inducir estos fendmenos de
estiramiento pulmonar; debemos tener en cuenta que estas fuerzas de estiramiento se
producen una media de 21.600 veces al dia (con una frecuencia respiratoria en VM media
de 15 respiraciones por minuto) y sobre unos 480 millones de alveolos en unos pulmones
de tamafio medio. Existen pues otros factores implicados en el dafio pulmonar inducido
por ventilacion mecanica que no incluyan el estiramiento o la presion excesivas. Desde
los afios 90 se ha postulado que sin la necesidad de causar rotura tisular, distensiones no
fisioldgicas pueden promover la liberacion de citocinas prooinflamatorias y reclutamiento
de leucocitos ocasionando inflamacién pulmonar (Uhlig S. 2002; Pugin J. 2003). Se defi-
nieron asi los conceptos de biotrauma y atelectrauma.

Final de
la expiracién
~—"

Excesivo estrés Fuerzas Moderado estrés
y estiramiento de presién y estiramiento de pared
de pared transpulmonar

y microvascular

CRD OO0

Mecanotransduccion y
Rotura * activacion inflamatoria

TR

> Inflamacién

Figura 4. Modelo de produccién de lesién pulmonar inducida por el respirador (VILI) propuesto por Marini y Gattinoni. (Marini
and Gattinoni. 2004)
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E.1.2) Dafo pulmonar inducido por liberacion de mediadores inflamatorios (bio-
trauma) y por bajo volumen total (atelectrauma).

Un hallazgo notable en diferentes estudios fue el hecho de que las estra-
tegias de ventilacidon de proteccion pulomonar se asociaron con una reduccion de
los marcadores de la inflamacién y en especial de la citocinas proinflamatorias (No
authors listed. 2000; Ranieri VM et al. 1999). Estos hallazgos dieron lugar a la hipo-
tesis del biotrauma, indicando que la lesién pulmonar causada por estrategias no
adecuadas de ventilacion era el resultado de la liberacion excesiva de mediadores
proinflamatorios y la sobreactivacion del sistema inmune (Tremblay LN y Slutsky AS.
1998). Entre los mecanismos que explican por qué la ventilacién mecanica produce
una activacion inmune encontramos la mecano-transduccion. Este término describe
los procesos de sefalizacion intracelular en respuesta a fuerzas externas, tales como
el estiramiento. Obviamente, tales procesos de sefializacion pueden ocurrir sélo si las
células permanecen intactas. Si las células se estiran demasiado, se rompe la mem-
brana plasmatica y los mecanismos de mecano-transduccion se hacen imposibles.
También bajo estas condiciones, se liberan mediadores proinflamatorios, pero en este
caso por mecanismos diferentes de mecano-transduccion (Uhlig S. 2002). Esto debe
tenerse en consideracion ya que como se resume en la tabla 4, |a liberacion de media-
dores proinflamatorios inducida por la ventilacion mecdnica puede resultar de otros
mecanismos diferentes a la mecano-transduccion, como la rotura por tension de la
membrana plasmatica de las barreras epitelial alveolar y endotelial o de los efectos
sobre la vasculatura pulmonar independientes de la distension o rotura. Vlahakis y
colaboradores (Vlahakis NE et al. 1999) encontraron un aumento de la liberacion de IL
8 en los neumocitos tipo Il sometidos a fuerzas de traccion y Pugin y colaboradores
(Pugin J. 2003) realizaron observaciones similares con los macréfagos alveolares.
En érganos intactos también se ha demostrado que la ventilacién de los pulmones
del raton con parametros teéricamente seguros (25 cmH,0 y 3 cmH,O de PEEP) no
causa dafio a los pulmones de acuerdo a los hallazgos microscopicos pero si oca-
siona liberacién de una variedad de quimiocinas y citocinas proinflamatorias (Von
Bethmann AN et al. 1998). Colectivamente, estos y otros hallazgos sugieren que la
mecano-transduccién puede inducir la produccion de mediadores proinflamatorios
en las células del pulmon intactas.
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PRINCIPALES MECANISMOS POR LOS QUE LA VENTILACION
PUEDE PROVOCAR LA LIBERACION DE MEDIADORES
PROINFLAMATORIOS

Lesidn por estrés de la membrana plasmdtica (necrosis)

Liberaciéon de mediadores preformados

Efectos proinflamatorios del citosol liberado de las células dafiadas

Lesion por estrés de las barreras epiteliales y endoteliales
Pérdida de compartimentacién

Hemorragia y acumulacion de leucocitos en los pulmones

Sobredistension sin destruccién del tejido

Efectos sobre los vasos independientes del estiramiento y ruptura
Aumento de la presion intraluminal

Fuerzas de cizallamiento elevadas

Tabla 4. Tabla resumen de los mecanismos implicados en la liberacién de mediadores proinflamatorios en los pulmones
sometidos a ventilacion mecénica.

El atelectrauma ha sido recientemente propuesto como una forma de lesion
pulmonar adicional inducida por la ventilacion mecdnica. Muscedere y sus colabo-
radores (1994) encontraron que la ventilacion con baja presiéon aumenta la lesidon
pulmonar por la apertura y cierre ciclicos de las unidades alveolares (Muscedere JG
et al. 1994). El atelectrauma se produce pues por el mecanismo de cierre y reapertura
ciclico de las unidades alveolares. La base conceptual hay que buscarla en los trabajos
de Mead y sus colaboradores en los afios 70. Estos desarrollaron un modelo tedrico en
el que sugerian que las fuerzas que actuaban de manera efectiva sobre el parénquima
pulmonar podian ser mucho mayores que los aplicadas en las vias aéreas. Siguiendo
este modelo una presion en via aérea de 30 cmH, 0O podia resultar en una presion de
mas de 140 cmH,O en la union entre las unidades alveolares abiertas y las cerradas
(Mead J et al. 1970). Debido a que los alvéolos y los bronquiolos terminales com-
parten las paredes adyacentes, las fuerzas que actuan sobre una unidad de pulmoén
se transmiten a las unidades que lo rodean y el tamafio de los alvéolos permanece
constante (Pinhu L et al. 2003). Cuando el pulmon se expande uniformemente, todas
las unidades pulmonares tienen una presion transalveolar similar, pero si el pulmén
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se expande de manera desigual, como ocurre por ejemplo en el Sindrome de Distrés
Respiratorio Agudo tales fuerzas pueden variar. Cuando un alvéolo se colapsa, las
fuerzas de traccion ejercidas sobre sus paredes por las unidades adyacentes expan-
didas aumentan y estas fuerzas se aplican a una regiéon mas pequefa. Estas fuerzas
ejerceran un elevado y potencialmente dafino estrés en la interfaz entre las unidades
de pulmén colapsado y expandido (figura 5) (Pinhu L et al. 2003).

Zona de sobredistension B
C
Zona de atelectasias A

Figura 5. Mecanismo propuesto de lesion por atelectrauma. La interfaz entre el pulmén colapsado y consolidado (A)y las
unidades de pulmén sobre-distendido (B) es heterogéneo e inestable. Dependiendo de las condiciones ambientales, esta
region es propensa al reclutamiento ciclico y a la creacién de fuerzas de tension asimétrica localizada sobre las unidades
pulmonares (C) inmediatamente superpuestas a las regiones del pulmén colapsado.

Modificado de Pinhu et al. (Pinhu L et al. 2003)

Barotrauma, volutrauma, biotrauma y atelectrauma constituyen, junto con la
hiperoxia, los mecanismos principales de la lesién pulmonar inducida por ventilacion me-
cdnicay son la base para el desarrollo de las llamadas estrategias de proteccion pulmonar.
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F) AQUAPORINAS

El agua constituye una parte muy importante de la masa de la mayor parte
de los organismos vivos de tal modo que la distribucion ordenada del agua es nece-
saria para el mantenimiento del balance liquido entre los distintos compartimentos
anatomicos. Aunque se sabe que el agua puede difundir libremente a través de las
bicapas lipidicas, esta difusion no es lo suficientemente rapida para muchos procesos
bioldgicos. Es aqui donde, para acomodarse a estas necesidades, intervienen una fa-
milia de proteinas-canal de membrana que estan involucradas en el transporte rdpido
de agua a través de las membranas bioldgicas; estas son las aquaporinas, una familia
de pequefas proteinas de membrana transportadoras de agua (presentes en todos
los seres vivos), de las cuales y hasta la fecha se han identificado 13 tipos diferentes
en los mamiferos (Verkman AS. 2012), asi como numerosas proteinas homaélogas que
mantienen una estructura idéntica en otros animales inferiores y en plantas.

F.1) ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS AQUAPORINAS

Las Proteinas de Canal de Agua (“Water Channel Proteins” y su acréonimo
WCP) o aquaporinas (AQPs) son muy ubicuas. En los ultimos 25 afios, se han des-
cubierto cientos de WCPs en los organismos de todos los reinos, incluidos los orga-
nismos unicelulares (arqueas, bacterias, levaduras y protozoos) y los pluricelulares
(plantas, animales y seres humanos). Las WCPs estan presentes en todas las mem-
branas en las que se requiere un paso rapido (o regulado) de moléculas de agua (y / u
otras pequefias moléculas neutras) para permitir que se realicen las funciones de es-
tas células y de las membranas. Desde que la estructura de las membranas bioldgicas
y su permeabilidad al agua se entienden mejor, se sabe que las proteinas integrales
de membrana confieren a estas una permeabilidad al agua mucho mas alta que la que
se puede atribuir a la de la bicapa lipidica (Benga G. 2012).

Una WCP se puede definir como una proteina transmembrana que tiene

una estructura tridimensional especifica con un poro que proporciona una via para el
paso de agua a través de membranas bioldgicas. El nombre de Aquaporina (AQP) se
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propuso después de que se clonaron las primeras WCPs, y segun el grupo que acuiio
dicho término, no debe ser usado para describir proteinas que permiten el paso de
iones (como es el caso de las proteinas MIP26) u otras moléculas (como el glicerol)
(Agre P et al. 1993). Teniendo esto en consideracion se han propuesto diferentes clasi-
ficaciones que engloban a todas las proteinas de membrana con funcion canal (Benga
G. 2012); un ejemplo de ello se muestra en la figura 6.

‘ Super-familia de Proteinas Intrinsecas de Membrana (MIP)

1 |

MIPs sin actividad canal
identificada

‘ Familia de Proteinas Canal de Agua (WCP) ‘

1 1 1
Suhfamili: Aguaporinas Subfamilia Subfamilia
(AQPs) Aquagliceroporinas S-aquaporinas o

y Facilitadores del AQPs Subcelulares
Glicerol (GIpFs)

Figura 6. Nomenclatura y clasificacion propuesta por Benga (Benga G. 2012) de las proteinas intrinsecas de membranay de las
proteinas canal de agua.

Las AQPs son, por tanto, una familia de pequefas proteinas canal con un
peso molecular en torno a los 30 KDa, hidrofdbicas, presentes en las paredes celula-
res, que se expresan ampliamente en los reinos animal y vegetal y de las que, como ya
se ha comentado anteriormente, se han identificado 13 miembros en los mamiferos,
entre ellos el ser humano (Verkman AS. 2005). Permiten el paso rdpido y bidireccional
de agua, dependiendo fundamentalmente de gradientes de presién (hidrostatica y/o
osmotica) (Bai Cetal. 1999; Ma T et al. 2000; Kozono D et al. 2002). En mamiferos se
expresan en muchas células de epitelios y endotelios que se sabe estan implicados
en el transporte de liquido y también en otras como la piel o las células de la vejiga
urinaria que se cree no estan implicadas en el transporte de fluidos (Verkman AS.
2005). En la tabla 5 se resumen la funcion y el patron de expresion de las AQPs en
los mamiferos.
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AQP PERMEABILIDAD EXPRESION EN TEJIDOS

AQPO :? Ojo

AQP1 Acua Tubulos renales, células endoteliales, eritrocitos, plexo coroideo,
g epitelio ciliar, quiliferos intestinal, endotelio corneal

AQP2 Agua Tubulos colectores del rifion

AQP3 Agua, glicerol Tubulos colectores del rifién, epidermis, epitelio de la via aérea,

conjuntivas, vejiga urinaria, vias aéreas de calibre grande
Astroglia en el cerebro y la médula espinal, tibulos colectores del
AQP4 Agua rifién, epitelios glandulares, vias respiratorias, misculo
esquelético, estdmago, retina

AQP5 Agua Epltellp glan.dular, epitelio de la cornea, epitelio alveolar, tracto
gastrointestinal

AQP6 Cloruro? Células intercaladas de los tibulos colectores del rifién

AQP7 Agua, glicerol Tejido adiposo, testiculos, tubulo proximal del rifién

AQPS Agua ngad,o, pancreas, intestino, glandulas salivares, testiculos,
corazon

Agua, pequefios

AQP9 Higado, leucocitos, testiculos, cerebro

solutos
AQP10 Agua, glicerol intestino delgado
AQP11 :? Rifi6n, higado
AQP12 :? Células acinares pancreaticas

Tabla 5. Tabla resumen de la funcién y patrén de expresion de las aquaporinas (AQPS).

Adaptado de Verkman AS. (Verkman AS. 2005)

La primera proteina de canal de agua fue descubierta en 1992 por un grupo
de investigadores entre los que se encontraba Peter Agre, que recibié en el afio 2003
el premio Nobel de quimica, precisamente por el descubrimiento de las aquaporinas;
aungue su existencia ya se sospechaba al evidenciarse la presencia de grupos celu-
lares epiteliales que poseian una mayor permeabilidad osmatica que la que se podia
explicar por difusion simple a través de la membrana plasmatica (Preston GM et al.
1992).

Los primeros estudios sobre este tipo de proteinas hablaban de una es-
tructura tridimensional en “reloj de arena” (figura 7) (Jung JS et al. 1994). La mejor
estudiada es la AQP 1y la mayor parte de los conocimientos existentes hoy dia deri-
van de los estudios sobre este tipo en particular de canal de agua (Sui H et al. 2001).
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Estan formadas por cuatro subunidades iguales constituyendo un homotetramero;
cada una de estos subunidades contiene un poro de agua individual (figura 8). El
estudio de la estructura de la AQP1 revela que cada subunidad esta constituida por
dos secuencias que se repiten en tdndem, cada una estd formada por tres hélices
transmembrana con un bucle corto que conecta la segunda y la tercera hélice. Los
bucles cortos (hemiporos) entran pero no abarcan la bicapa, y cada uno contiene
una secuencia distintiva Asn-Pro-Ala. Los terminales amino y carboxi se encuentran
intracelulares, por lo que las repeticiones de las dos secuencias estan orientadas entre
si siguiendo una disposicion de 1802. Los dos hemiporos se pliegan en la membrana
desde superficies opuestas de la bicapa, superponiéndose a mitad de camino en esta,
quedando rodeados por seis hélices transmembrana (figuras 9 y 10) (Jung JS et al.
1994; Kozono D et al. 2002). La estructura de la AQP 1 le proporciona un mecanismo
Unico de selectividad para el paso de agua a través del canal sin la necesidad o la
presencia de partes moéviles. Tedricamente los protones podrian atravesar el canal
interactuando de manera transitoria con moléculas de agua (H,0%). Sin embargo, dos
caracteristicas confieren a la AQP1 mecanismos que previenen esto. La primera ba-
rrera se encuentra en el punto mas estrecho del poro acuoso que atraviesa la AQP1.
A este nivel el didmetro es de 2,8 amstrongs, aproximadamente similar al didmetro
de la molécula de agua. Ademas el residuo Arg-195 se conserva en casi todos los
miembros de la familia de las AQPs y proporciona una carga positiva que sirve para
repeler el agua protonada (H,0") (de Groot BL y Grubmdller H. 2001). La segunda
barrera es el fuerte dipolo que constituyen los bucles cortos de los hemiporos y que
contienen la secuencia distintiva Asn-Pro-Ala. Estas cargas reorientan las moléculas
de agua a su paso por el canal (Murata K et al. 2000). Esta reorientacion ademas
rompe las interacciones de los hidrogeniones con las moléculas de agua por encima y
por debajo, eliminando la posibilidad del transporte de protones a su través (Kozono
D et al. 2002). De modo similar, los iones no pueden atravesar las AQPs. Aungue las
moléculas deshidratadas de algunos iones podrian ajustarse a los 2,8 amstrongs de
diametro del poro, la estructura molecular de las AQPs no permite una deshidratacién
completa de los iones, los cuales contintian siendo muy grandes para pasar a través
del cuello de botella del poro acuoso (Kozono D et al. 2002).

Figura 7. Modelo de "Reloj de Arena” de las AQPs (vista lateral de uno de los mondmeros). Los circulos representan moléculas
de agua en el interior del canal estrecho que une los espacios citoplasmatico y extracelular. Modificado de Cohen. (Cohen E.
2012)

Figura 8. Estructura tetramérica ensamblada de la AQP1T en una membrana; cada uno de los monémeros contiene un poro de
agua. Modificado de Verkman AS. (Verkman AS. 2005)
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Figura 9. Modelo original de seis hélices transmembrana que atraviesan la bicapa lipidica. Estas seis hélices estan constituidas por
dos secuencias idénticas de tres hélices cada una que se repiten en tdéndem con un bucle corto que conecta la segunda y la tercera
hélice (bucles By E). Estos bucles contienen una secuencia distintiva Asn-Pro-Ala (NPA). Las flechas curvas verticales indican el
plegado de bucle B en la cara citoplasmica de la bicapa y el bucle de E en la cara extracelular. Los dos bucles cortos (constituyen
cada uno de los hemiporos), se pliegan pues en la membrana desde superficies opuestas de la bicapa, superponiéndose a mitad
de camino en la bicapa y quedando rodeados por seis hélices transmembrana. Las flechas horizontales indican la yuxtaposicion
de los residuos Amino (NH2) y Carboxi (COOH) terminales en la cara citopldsmica. Modificado de Jung JS. (Jung JS et al. 1994)

Figura 10. Diagrama de cintas de la estructura de un monémero de la AQP1 (vista lateral). La flecha azul indica el residuo amino-
terminal y la flecha naranja el residuo carboxi-terminal, ambos intracelulares. Seis hélices transmembrana rodean a dos hemiporos
(bucles con hélices cortas marcadas con flechas rojas) que se encuentran en mitad de la bicapa. La flecha bidireccional blanca
ilustra el canal acuoso a través de la proteina. Modificado de Kozono D. (Kozono D et al. 2002)
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La otra caracteristica fundamental de las AQPs, ademas de la selectividad
en el transporte de agua, es la rapidez. Se conocen unos cuantos sitios posibles de
interaccion entre las moléculas de agua y los residuos de aminoacidos que recubren
el interior del poro. El resto del canal es altamente hidrofébico. Las moléculas de agua
saltan de sitio en sitio de manera andloga a la conduccion saltatoria de los nédulos
de Ranvier en los axones mielinicos. La velocidad de paso de moléculas de agua a
través de la AQP1 es de aproximadamente 3x10° moléculas de agua por subunidad y
segundo (Kozono D et al. 2002), considerablemente mayor que la velocidad descrita
para otros tipos de canal como los canales de K* (Morais-Cabral JH et al. 2001). Esta
rapidez de paso se veria dramaticamente reducida si las moléculas de agua tuvieran
que interactuar con un mayor nimero de polos en la superficie del poro (Kozono D
et al. 2002).

La presencia de sistemas de compuerta es un mecanismo fisiolégico vital
para muchos de los canales transmembrana conocidos. Asi, la mayoria de los canales
ionicos descritos tienen mecanismos de activacion periddica. (Demo SD vy Yellen G.
1991; Premkumar LS y Auerbach A. 1996) Aunque no es una caracteristica general de
las aquaporinas, un subconjunto de ellas si que pueden ser cerradas. Asi la AQPO se
activa por el pH bajo y se inactiva por la presencia de iones Calcio (Nemeth-Cahalan
KLy Hall JE. 2000), la AQP3 se inactiva por pH bajo (Zeuthen T y Klaerke DA.1999)y
la AQP6 del tubulo colector renal se activa por la bajada del pH (Yasui M et al. 1999).

F.2) AQUAPORINAS EN EL PULMON

El movimiento de agua a través de las barreras celulares es el resultado del
transporte de agua que se produce como consecuencia de gradientes osmoticos o
hidrostaticos. En las zonas distales del pulmén y las vias aéreas, el movimiento de
liquido entre el espacio aéreo, el espacio celular e intersticial y el compartimento vas-
cular sirve para mantener una hidratacion adecuada, absorber el agua alveolar en el
momento del nacimiento y en situaciones de edema pulmonar y para la secrecion de
fluidos en la superficie de las vias aéreas por las glandulas submucosas. Mientras que
los mecanismos hidrostaticos producen edema pulmonar y derrame pleural en situa-
ciones de insuficiencia cardiaca, los flujos osmadticos de agua a través de las membra-

56 Introduccioén



nas son el mecanismo principal de transporte de agua en condiciones fisioldgicas. El
transporte de agua permite disipar los gradientes creados por el transporte de iones.
Las AQPs facilitan esta tarea al permitir un trasiego de agua mucho mas rapido que
el que se obtendria por difusion simple (Verkman AS. 2007). De las trece AQPs que
se conocen hasta hoy en mamiferos, el pulmén se sabe que expresa al menos 4 tipos.

La AQP1 se expresa en la membrana apical y basolateral de las células del
endotelio microvascular que esta en relacion con las vias aéreas y los alveolos y tam-
bién en las células mesoteliales y en la microvasculatura de la pleura parietal. La AQP3
se expresa en la membrana basolateral de las células epiteliales de las vias aéreas de
mayor calibre y la nasofaringe. La AQP4 se expresa en la membrana basolateral de
las células ciliadas del epitelio traqueal, bronquial y nasofaringeo. La AQP5 se expresa
principalmente en la membrana apical de los neumocitos tipo I. Este patron de ex-
presion de las AQPs en el pulmdn aporta evidencia indirecta de su posible papel en el
manejo de liquidos en el pulmon distal y en las vias aéreas (figura 11) (Verkman AS.
2007).

Epitelio nasofaringeo y

bronquial
Célula
columnar Células
ciliada caliciforme

Célula >
basal
Glandulas
submucosas

. e
Capilar \
Fibroblastos

Epitelio bronquiolar
Célula 4———/—’7

columnar
ciliada

Neumocito
tipo I1

Alveolos

Célula
basal

Neumocito tipo |

@ Fibroblastos
Capilar

Capilar

Figura 11. Expresion de aquaporinas (AQP) en el tracto respiratorio humano. La expresion y la localizacion de las diferentes
AQPs varia entre la via aérea superior (epitelio nasofaringeo y bronquial), las vias respiratorias inferiores (epitelio bronquiolar),
alvéolos (neumocitos tipo |y tipo 1) y glandulas submucosas de las vias respiratorias. AQP1 en rojo; AQP3 en verde; AQP4 en
naranja; AQP5 en azul.

Modificado de King y Yasui. (King and Yasui. 2002)
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La expresion de AQPs en el pulmén, como ocurre en otras muchas proteinas,
varia a lo largo de las diferentes etapas de desarrollo. Asi la AQP1 se puede detectar
en roedores al nacimiento e incrementa considerablemente perinatalmente y en rato-
nes adultos (Ruddy MK et al. 1998); este ascenso se correlaciona con el aumento de la
permeabilidad al agua (Carter EP et al. 1997). En contraste, la AQP5 se expresa esca-
samente al nacimiento y aumenta de manera progresiva en la edad adulta (Yasui M et
al. 1997). Determinadas condiciones son capaces de modificar la expresion de AQPs
en el pulmon. Asi los glucocorticoides aumentan la expresion de la AQP1 (King LS et
al. 1996);la AQP 1y la 5 se encuentran disminuidas en lesiones pulmonares inducidas
por infecciones virales (Towne JE et al. 2000), por la instilaciéon de lipopolisacaridos
(Jiao G et al. 2002), y en modelos de fibrosis pulmonar inducidos por bleomicina (Ga-
bazza EC et al. 2004) o generados por mecanismos de isquemia-reperfusion (Zhao
Sy Li XN. 2010). Determinados mediadores proinflamatorios como el TNF-a y la IL-6
reducen la expresion de AQP5 (Towne JE et al. 2001; Yamamura Y et al. 2012). Otros
efectores como los agonistas de los adrenoreceptores 3, los agonistas del adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) o de los receptores vanilloides también regulan la expre-
sion de AQP5 (Sidhaye VK et al. 2005).

Trabajos llevados a cabo con ratones modificados genéticamente, han pues-
to de manifiesto que la deplecion de la AQP1 reduce la permeabilidad osmética alveo-
lo-capilar (Bai C et al. 1999). Del mismo modo la permeabilidad osmotica al agua del
espacio aéreo-capilar se redujo en torno a 10 veces en los ratones “knockout” para
la AQP5 en pulmoén aislado (Ma T et al. 2000). Aunque potencialmente interesante,
estos fendmenos no parecen tener relevancia ya que la tasa de aclaramiento alveolar
no se vio alterada en los ratones carentes de AQPs. Es mas, la absorcion rapida de li-
quido del espacio alveolar al nacimiento no se afecté por la deplecién de AQPs, como
tampoco el edema pulmonar inducido por la instilacion de acido o por la hiperoxia
(Song Y et al. 2000). Por otra parte, se ha demostrado un incremento de la expresién
de AQP1 en los capilares pulmonares de humanos con SDRA (Lai KN et al. 2003). Por
ello el papel preciso que juegan las AQPs 1y 5 en la lesién pulmonar aguda y en el
Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo sigue siendo controvertido.
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F.3) PAPEL DE LAS AQUAPORINAS EN LA LESION PULMONAR INDUCIDA POR
VENTILACION MECANICA

Muy poco se ha publicado al respecto del papel que desempafian las AQPs
en la Lesion Pulmonar Aguda Inducida por Ventilaciéon mecanica (VILD). Hales y sus
colaboradores (Hales CA et al. 2001) pusieron de manifiesto de manera indirecta que
las AQPs 1y 5 estaban involucradas en la formacion del edema asociado a el VILI. Para
ello usaron un modelo de lesidon pulmonar inducido por altos volumenes corrientes
(20 ml/Kg) en rata y utilizaron un conocido bloqueante de los canales de agua. La
AQP1y la AQPS5 son inhibidas por el cloruro de mercurio (HgCl,) al unirse este con la
cisteina 189 de las mismas de manera competitiva, evitando su funcion de paso de
moléculas de agua (Verkman AS. 2005). Este efecto de inhibicion es revertido por la
administracion de dosis equimolares de cisteina (Preston GM et al. 1993; Raina S et
al. 1995). Este grupo de investigadores objetivd que existia un empeoramiento del
edema ocasionado por la ventilacion mecdnica cuando previo al inicio de la misma se
administraba el bloqueante HgCl,, y este efecto de empeoramiento era revertido por
la administracion posterior de cisteina.

Sélo hemos encontrado un trabajo en el que se analice la expresion de aqua-
porinas en animales sometidos a ventilacion mecanica. Recientemente Jin y colabo-
radores (Jin LD et al. 2013) ventilaron ratas con volimenes corrientes de 8 ml/kg y 40
ml/kg durante 4 horas. Estos investigadores objetivaron un descenso significativo de
la expresion de AQP1y un aumento de las citocinas inflamatorias y de la cantidad de
proteinas obtenidas del liquido broncoalveolar, en el grupo de ratas ventiladas con
volumenes corrientes elevados (40 ml/Kg) en comparacion con el grupo de animales
ventilados con volimenes corrientes bajos (8 ml/Kg). Observaron también que la
administracion de una sustancia inhibidora de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) atenuaba
tanto la respuesta inflamatoria medida como el descenso en la expresion de AQPI.






HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Sobre las hipdtesis de que a) la ventilacion mecdnica es capaz de producir
lesién pulmonar aguda y edema en pulmones previamente sanos (Gattinoni L et al.
2010), b) las aquaporinas pueden estar implicadas en la formacion del edema pulmo-
nar secundario a la lesion pulmonar inducida por la ventilacion mecanica (Hales CA et
al. 2007; Jin LD et al. 2013), y ¢) la VM con volumen corriente bajo puede condicionar
cambios inflamatorios similares a los que ocurren en el VILI (Wolthuis EK et al. 2009;
Vanaker M et al. 2007) y que no sdlo la estrategia ventilatoria, sino también el tiempo
de VM puede ocasionar lesion pulmonar (Hegeman MA et al. 2013), se plantearon los
siguientes objetivos...

En primer lugar:

a. reproducir un modelo de lesién pulmonar aguda con edema causado por
ventilacion mecanica a volumenes corriente elevados, objetivandolo mediante
el cociente peso himedo / peso seco pulmonar;

b. determinar el impacto sobre el edema pulmonar que tiene el bloquear de
manera competitiva los canales de agua con HgCIZJ poniendo de manifiesto de
manera indirecta la implicacién de las aquaporinas 1y 5 en la formacién del
edema pulmonar;

c. objetivar que ocurre con la expresion de aquaporinas 1y 5 en el pulmén

como consecuencia de la agresion que supone la distension pasiva alveolar du-
rante la ventilacion con presion positiva en condiciones lesivas para el pulmon.
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En segundo lugar:

d. poner de manifiesto si la ventilacion mecanica en condiciones teéricamen-
te “poco” lesivas para el pulmon (volumen corriente de 10 ml/Kg) pero mante-
nidas en el tiempo condiciona la aparicion de lesidon pulmonar y consecuencia
de ello la alteracion del cociente peso himedo / peso seco y del porcentaje de
agua pulmonar;

e. determinar que ocurre con la expresion de las AQPs 1y 5 en estas mismas
condiciones de ventilacion mantenidas en el tiempo.

Para ello el experimento se dividid en dos partes bien diferenciadas. En una
primera parte se cred un modelo de lesidon pulmonar inducida por ventilacion meca-
nica a volumenes corrientes elevados (20 ml/Kg) en ratas, que se mantuvieron asi
durante un periodo de 2 horas. En una segunda parte del experimento se cambiaron
las variables y se mantuvo a los animales anestesiados y ventilados durante un mayor
tiempo (4 horas) en unas condiciones de ventilacion tedricamente poco lesivas (volu-
menes corrientes de 10 ml/Kg).
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MATERIAL Y METODOS

El experimento se llevd a cabo tras la aprobacion por parte del Comité de
Etica de Animales de Experimentacién y Bienestar Animal de la Facultad de Medicina
de Valencia. Se utilizaron un total de 74 ratas adultas Wistar con pesos que oscilaron
entre los 350 g y los 450, todas ellas machos. Estas se asignaron a dos modelos di-
ferentes, uno de lesion pulmonar aguda inducida por volimenes corriente elevados
y otro de ventilacién mecanica prolongada con volumenes corriente no lesivos. Los
experimentos se llevaron a cabo en las instalaciones de los Departamentos de Farma-
cologia, Fisiologia y Anatomia Patoldgica, pertenecientes a la Facultad de Medicina
de Valencia.

1. MODELOS ANIMALES

1.1 LESION PULMONAR AGUDA INDUCIDA POR VENTILACION MECANICA A
VOLUMENES CORRIENTES ELEVADOS

Un total de 44 ratas fueron anestesiadas mediante la inyeccién intraperito-
neal de ketamina a razén de 80 mg/kg peso y 5 mg/kg de xilacina. Tras ello se proce-
did a la canalizacion de la vena de la cola mediante catéter intravenoso de teflén de la
marca Surflo®y del calibre 24G. Seis de las ratas se sacrificaron directamente median-
te la inyeccidn intravenosa de 100 mg/Kg de tiopental sédico constituyéndose de esta
manera el grupo 7 o control. En el resto de animales (hasta un total de 38) se procedid
a la realizacion de traqueostomia quirurgica, colocandose una canula intravenosa de
teflon también de la marca Surflo® y del calibre 16G. Las ratas tragueostomizadas se
asignaron aleatoriamente a 4 grupos, todas ellas ventiladas durante 2 horas mediante
un ventilador para ratas/ratones (Hugo Basile® Rodent Ventilator modelo 7025). Doce
ratas fueron ventiladas con volimenes corrientes de 7 ml/Kg y una frecuencia de 90
respiraciones por minuto (rpm) constituyéndose de esta manera el grupo 2. Catorce
ratas fueron ventiladas con 20 ml/Kg de volumen corriente y una frecuencia de 90
rpm; estos constituian el grupo 3. Un cuarto grupo de ratas formado por seis ejem-
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plares fueron ventilados con 20 ml/Kg y 90 rpm durante dos horas pero previamente
al inicio de la ventilacién mecanica (VM) se procedid a la inyeccion de Cloruro de Mer-
curio (HgCl)) a la dosis de 6 mg/Kg a través de la vena de la cola en bolo lento. Estas
conformaron el grupo 4. Por Ultimo seis ratas a las que previamente a la ventilacién
mecdanica con volimenes corrientes de 20 ml/Kg y 90 rpm se procedid a la inyeccién
intravenosa de HgCl, a igual dosis que en el grupo 4y tras un lapso de 5 minutos se
administrdé una dosis equimolar de cisteina. Estos animales constituyeron el grupo 5.

A los animales que fueron ventilados mecanicamente y asignados a los gru-
pos 2 (7 ml/Kg) vy 3 (20 ml/Kg), se les realizo tras su intubacion y el inicio de la venti-
lacidn, la diseccion del paquete vascular del cuello y se procedio a la canalizacion de
la arteria carétida derechay de la vena yugular interna derecha para la monitorizacion
continua de la frecuencia cardiaca (FC) y la presion arterial media (PAM). Se monito-
rizé también la mecdnica ventilatoria basica, registrandose continuamente la presion
transtoracica maxima (mTPP), la compliancia y la resistencia (Physiological Recorder
PR 900 de Mumed®). En el momento del inicio de la ventilacion, se extrajeron 0,2 ml
de sangre arterial que se desecharon y posteriormente 0,5 ml para medicion de pa-
rdmetros gasométricos basales, y se reemplazé dicho volumen por 1 ml de solucion
coloide (Gelaspan® 40 mg/ml de Braun) a través del acceso venoso central.

El mantenimiento del estado anestésico se realizd mediante infusién con-
tinua intravenosa a través de vena yugular interna (IVAC® P7000 de Alaris Medical
Systems). Se infundid una mezcla de ketamina (Ketalar® 50mg/ml de Pfizer) a dosis
de 100 mcg/Kg/min vy cisatracurio (Nimbex® 2 mg/ml de GlaxoSmithKline), un blo-
gqueante neuromuscular no despolarizante, a razén de 2-3 mcg/Kg/min. En caso de
que se detectaran elevaciones significativas puntuales en la FC o PA que pudieran
sugerir “despertares” del animal durante el experimento, se suplementd la anestesia
de mantenimiento mediante un bolo de 0,1 ml de la mezcla de mantenimiento (20 ml
de ketamina 5%, 10 ml de cisatracurio al 0,2% y 20 ml de Suero Fisiolégico 0,9%, en
infusion intravenosa continua a 0,1 ml/h).

Una vez concluido el tiempo de ventilacidén mecanica (2 horas) se procedid

a la extraccion de 0,2 ml de sangre arterial que se desecharon nuevamente y poste-
riormente 0,5 ml para obtencion de pardmetros gasométricos.
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En todos los grupos, transcurrido el tiempo de ventilacion se sacrificod al
animal mediante una inyeccion intravenosa de tiopental sddico de 100 mg/Kg vy se
procedid a la apertura y diseccidon de la caja tordcica para extraer los pulmones, a
excepcion de los animales destinados a medicion de la permeabilidad microvascular
pulmonar en los que el sacrificio se realizd mediante exanguinacion.

El pulmodn izquierdo de todos los animales excepto aquellos destinados a la
medicion de la permeabilidad microvascular, se destind a la medicion de la cantidad
de agua pulmonar.

En tres ratas del grupo 1y en 5 ratas de cada uno de los grupos 2 y 3, el pul-
mon derecho, tras su extraccion de la caja tordcica, se congeld mediante inmersion en
nitrégeno liquido y se conservod en un congelador a -802C para la realizacidon posterior
de técnicas de Western Blot y de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Trasn-
criptasa Reversa en tiempo real (RT-PCR acrénimo del inglés “Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction”).

En una rata de cada uno de los Grupos 1, 2 y 3, el pulmdn derecho se destind
a la realizacion de marcaje inmunohistoquimico segun la metodologia descrita en el
apartado correspondiente y para ello se fijé con parafina para posteriormente realizar
cortes con el micrétomo.

Dos animales del grupo 1y cuatro de los grupos 2 y 3 se destinaron a la de-
terminacion de la permeabilidad microvascular pulmonar usando el colorante Azul de
Evans y siguiendo la metodologia descrita mas adelante.

En la figura 12 se representa graficamente mediante un esquema la asigna-

cién de los animales a los diferentes grupos vy las acciones llevadas a cabo sobre cada
uno de ellos.
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Figura 12. Esquema ilustrativo de las acciones llevadas a cabo en las ratas del modelo animal de Lesién Pulmonar Aguda
Inducida por Volimenes Corriente Elevados.

Grupo 1: ratas control; Grupo 2: Ratas ventiladas a 7 ml/Kg; Grupo 3: Ratas ventiladas a 20 ml/Kg; Grupo 4: Ratas ventiladas
a20 ml/Kg y pretratadas con Cloruro de Mercurio (HgCl,); Grupo 5: Ratas ventiladas a 20 ml/Kg y pretratadas con HaCl,y
cisteina.

PH: Peso himedo; PS: Peso seco; AQPs: Aquaporinas

1.2 VENTILACION MECANICA PROLONGADA A VOLUMENES CORRIENTES NO
LESIVOS

Un total de 30 ratas fueron anestesiadas mediante la inyeccion intraperitoneal
de ketamina (80 mg/kg peso) y 5 mg/kg de xilacina. Cinco animales se sacrificaron
directamente mediante una inyeccién intravenosa de 100 mg/Kg de tiopental constitu-
yéndose de esta manera el grupo C o control. En el resto de animales (hasta un total de
25 animales) se procedio de modo similar al modelo animal de lesion pulmonar, es de-
cir, la realizacién de una traqueostomia quirtrgica, colocdndose una canula intravenosa
de teflon de la marca Surflo® del calibre 16G. Las ratas traqueostomizadas se asignaron
aleatoriamente a 2 grupos. Un total de 12 ratas fueron ventiladas durante 2 horas con
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la ayuda de un ventilador para ratas/ratones (Hugo Basile® Rodent Ventilator modelo
7025) con un volumen corriente de 10 ml/kg a una frecuencia de 90 respiraciones por
minuto, constituyendo de este modo el Grupo 2H. Otras 13 ratas fueron ventiladas, me-
diante idéntico volumen y frecuencia, durante 4h Grupo 4H. La diseccion del paquete
vascular del cuello y la canalizacién de la arteria carétida derecha y de la vena yugular
interna derecha permitieron la monitorizacién continua de la frecuencia cardiaca (FC)
y la presion arterial media (PAM). Ademas se registrd continuamente la presioén trans-
toracica maxima (mTPP), la compliancia del sistema respiratorio y la resistencia de las
vias aéreas.

El mantenimiento del estado anestésico se realizd de modo similar a los ani-
males del modelo de lesion pulmonar aguda, mediante infusidon continua intravenosa
a través de vena yugular interna de una mezcla de ketamina y cisatracurio a dosis de
100 mcg/Kg/min y 2-3 mcg/Kg/min respectivamente. Se suplementd la anestesia, en
los casos en los que fue necesario, mediante la administracion de un bolo intravenoso
de 0,1 ml de la mezcla de mantenimiento (similar a la empleada en el modelo anterior).
Se extrajeron muestras gasométricas en todos los animales de los grupos 2H y 4H en
el momento del inicio de la ventilacién y 30 minutos antes del final del experimento.

En todos los grupos, transcurrido el tiempo correspondiente, se sacrificd al
animal mediante la inyeccion intravenosa de tiopental sodico (100 mg/Kg) vy se proce-
did a la apertura y diseccion de la caja toracica para extraer los pulmones. El pulmén
izquierdo se destind a la determinacion de la cantidad de agua pulmonar. En los anima-
les destinados a la medicion de la permeabilidad microvascular la muerte del animal se
consiguio mediante exanguinacion.

El pulmdn derecho en seis de los animales de los grupos 2H y 4H se destind a
la determinacién de la expresion de AQPs, para lo cual el pulmdn se congeld en nitro-
geno liquido, o bien se fijo con parafina para posteriormente realizar cortes y marcaje
inmunohistoquimico.

Dos de las ratas del Grupo C y cuatro de los Grupos 2H y 4H se usaron para
la determinacion de la permeabilidad microvascular pulmonar.
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En la figura 13 se representa graficamente mediante un esquema la asigna-
cion de los animales a los diferentes grupos de estudio y las acciones llevadas a cabo
sobre cada uno de ellos.

30 ratas
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Figura 13. Esquema ilustrativo de las acciones llevadas a cabo en las ratas del modelo animal de Ventilacion Mecénica Prolon-
gada con Volimenes Corrientes No Lesivos.

Grupo C: ratas control; Grupo 2: Ratas ventiladas a 10 ml/Kg durante 2 horas; Grupo 4H: Ratas ventiladas a 10 ml/Kg durante 4
horas.

PH: Peso humedo; PS: Peso seco; AQPs: Aquaporinas

2. MEDICION DEL EDEMA PULMONAR

Las muestras recogidas destinadas a la medicién del edema pulmonar se
secaron con papel de filtro y se colocaron en una placa de Petri de peso conocido pre-
viamente. Todas las muestras se pesaron en una balanza de precision, obteniéndose
de esta manera el peso humedo del pulmén (PH) y posteriormente se colocaron en
una estufa seca a 802C durante 96 horas. Concluido este tiempo se pesaron de nuevo
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obteniéndose de este modo el peso seco (PS). Con los datos obtenidos obtuvimos
dos parametros que son indicadores indirectos de la cantidad de edema que se ha
producido: la relacion entre el peso hiumedo y el peso seco pulmonar (PH/PS), obte-
nida como el cociente simple entre ambos valores y la proporcién de agua pulmonar
expresada como porcentaje (% __ ). Este ultimo pardmetro se calculd utilizando la
siguiente formula:

agua

% s = (PH - PS) / PH *100

3. MEDICION DE LA PERMEABILIDAD MICROVASCULAR

Los cambios en la permeabilidad microvascular se cuantificaron utilizando
el colorante Azul de Evans como marcador de proteinas. Con el fin de medir la can-
tidad de colorante extravasado al sistema respiratorio de la rata, se usé un espectro-
fotdmetro (Kontron Instruments® modelo 940) con un rango de longitud de onda
de 190 a 900 nm, con una precision de 0,1 nm. Para determinar la longitud de onda
a la que se produciria la maxima absorbancia del colorante se realizé un barrido de
longitudes de onda con una sensibilidad de 0,1 nm. Sobre una concentracion de co-
lorante Azul de Evans de 10 mcg/ml, se obtuvo un pico maximo de absorbancia a
una longitud de onda de 620 nm, determindndose esta como la mas apropiada para
determinar las concentraciones de marcador. Se procedié a la obtencién de una linea
de regresion con la ayuda de 10 concentraciones conocidas de Azul de Evans diluido
en formamida (de 0,2 a 10 mcg/ml) y con el espectrofotometro a una longitud de
onda fija de 620 nm.

En los animales destinados a medir la permeabilidad microvascular pulmo-
nar se procedio a la inyeccion, 30 minutos antes del sacrificio del animal, de colorante
Azul de Evans intravenoso (30 mg/Kg) en un volumen total de 0,5 ml. Llegado el mo-
mento del sacrificio, y tras la extraccion de las muestras para gasometria siguiendo la
sistematica previamente descrita, se procedid a la exanguinacion a través del acceso
arterial carotideo a la vez que se infundia suero salino por el acceso venoso yugular
en el mismo volumen que la sangre extraida de la arteria cardtida, hasta la muerte
del animal.
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Tras la muerte del animal se extrajeron los pulmones, separandose el pul-
mon derecho, el cual se introdujo en 5 ml de formamida y se homogeniza durante
2 min. La suspension de tejido resultante se incubd a 37 °C durante 18 h y luego se
centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos después de lo cual se midié el volumen
de sobrenadante. La concentracion de Azul de Evans en el sobrenadante de pulmoén
homogeneizado se cuantificd por el método espectrofotométrico. La concentracion
de Azul de Evans se determind a partir de las curvas de absorbancia estandar de Azul
de Evans y se expresan como mcg de Azul de Evans / g de peso del pulmdén himedo.

4. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE AQUAPORINAS

4.1 WESTERN BLOT

La extraccion de proteinas la realizamos a partir de pulmones de rata que
tenemos previamente congelados a -80 °C. Para ello, se utilizé un kit de extraccion
que nos permitié separar las proteinas de forma compartimentalizada (Compartmen-
tal Protein Extraction Kit, Chemicon, Ref: 2145). Pesamos entre 200 y 400 mg de
tejido que troceamos en presencia de hielo, con la ayuda de un bisturi. Pasamos a
homogeneizar en Buffer C frio (Iml/g tejido) en un Ultraturrax hasta que el tejido
estaba totalmente disgregado. Este paso se debe realizar en hielo para mantener al
maximo la integridad de las proteinas. Seguimos las recomendaciones del kit hasta
obtener dos fracciones distintas de cada muestra: las proteinas citoplasmaticas y las
de membrana. Se procedid tras ello a cuantificar estas dos fracciones mediante el
método del BCA de Pierce (Ref: 23227). Las proteinas de cada fraccion (100 mg)
se hicieron correr por separado, en un gel Tris-HCI/SDS al 8% de acrilamida. Una
vez finalizada la electroforesis, transferimos dichas proteinas a una membrana de
Nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham) a amperaje constante, 160 mA, O.N. a 4°C.
Al finalizar, se procedio a la tincion con Rojo Ponceau (Sigma) las membranas para
visualizar las proteinas transferidas. Tras lavar con agua destilada se bloqued la mem-
brana 1h a RT en agitacién orbital, en solucion bloqueadora (PBS/Tween 0.2% con
5% leche desnatada). Transcurrido este tiempo, se incubd con el anticuerpo primario
2h a RT en agitacion. Los anticuerpos utilizados fueron Anti-Rat AQP1 (Ref: AQP11-
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A, Alpha Diagnostic) y Anti-Rat AQP5 (Ref: AQP51-A, Alpha Diagnostic) ambos a la
concentracion de 2 mcg/ml. A continuacion, realizamos 3 lavados de 10 minutos con
PBS/Tween 0.2% e incubamos 45min a RT en agitacion, con el anticuerpo secundario
(Anti-Rabbit IgG, Dako) con una dilucién 1: 2000. Se procedio tras ello a realizar 4 la-
vados de 10 min con PBS/Tween 0.2% y un ultimo lavado solo con PBS. Seguidamen-
te retiramos el exceso y se revelé con ECL (Amersham) 1 minuto a RT. La expresion
de B-actina se detectd como un control interno y el contenido relativo de proteinas se
analizo por el sistema de aumento de quimioluminiscencia.

4.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPTASA INVERSA
EN TIEMPO REAL

Las muestras de pulmon destinadas a la extraccion de ARN fueron cortadas
con un micrétomo, obteniéndose tres cortes de cada muestra que se montaron sobre un
porta. Con la ayuda de un microscopio y un microdisector laser se obtuvieron microcortes
de tejido pulmonar que contuviese bronquios y otras cortes que no contuviesen tejido
bronquial. Se obtuvieron un total de 50 microcortes de cada tipo de tejido en cada uno
de los cortes. El material resultante se destind a la extraccion de ARN total por medio del
método de extraccion fendlica con TRIZOL (Reagent InvitrogenTM Life Technologies)
descrito por Chomczynsky (Chomczynsky P y Sacchi N. 1987). Este método se basa en
el uso de una solucién monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de
las células y la separacion de la muestra en dos fases (acuosa y organica). Seguida de la
extraccion y precipitacion del ARN total con cloroformo e isopropanol respectivamente
a partir de la fase acuosa. Al tejido pulmonar resultante de los microcortes se le adiciond
1 ml de TRIZOL, el tejido se homogenizd con un homogenizador (Polytron® PT 1200,
Kinematica AG). El tejido homogenizado se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min a 4°C. El
sobrenadante se retiré cuidadosamente y el ARN se precipitd mediante la adicion de O,1
volumenes de acetato de sodio 3 M, 2,5 volumenes de etanol frio y 0.5 mcl de glucdégeno
(20 mg/ml). EI ARN se centrifugd de nuevo, se secd al aire y se resuspendié en 20 mcl
del tampon Tris / EDTA. El ARN se transcribio de manera inversa a cDNA con Superscript
Il (Invitrogen), para ello se incubd con la mezcla de la transcriptasa inversa a 502 C du-
rante 30 min, seguido de la amplificacion con los cebadores especificos (sintetizados por
Invitrogen) y que se resumen en la tabla 6. Se realizaron treinta y cinco ciclos de ampli-
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ficacion que consisten en 30 segundos de desnaturalizacion a 95°C, 30 s de hibridacion
(a las temperaturas que figuran en la tabla 6), y 1 min de extension a 72°C. Después de la
amplificacion, los productos de la RT-PCR fueron separados en geles de agarosa al 1%, y
las bandas se visualizaron por tincién con bromuro de etidio. La cuantificacién se obtuvo
mediante el escaneo de densidad las bandas de PCR utilizando un sistema de analisis de
imdgenes Scion (Beta 4.02, Scion Corporation). Los resultados se expresaron en relacion
al nivel de ARNm de p-actina en las mismas muestras de ARN.

4.3 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Para el estudio inmunohistoquimico, se extrajeron los pulmones y se fijaron en
parafina para obtener posteriormente cortes con el micrétomo. El protocolo seguido des-
de ese momento fue el siguiente: Desparafinar los cortes en estufa (602C), hidratar con
xilol (3 pasos) y alcoholes graduales (902, 802, 709). Lavar con agua destilada. Tratar con
autoclave para producir el desenmascaramiento antigénico, en tampon citrato (1/10) 3
minutos a 1,5 atm. Inhibir la actividad peroxidasa endogena (metanol + H,0, al 3%). Lavar.
Cerclar las preparaciones con sigmacote rodeando el corte, para la retencion de liquidos.
Bloguear la actividad inespecifica del coldgeno (Suero Bovino Fetal (SBF) al 20%). Cubrir
los cortes con el primer anticuerpo (anteriormente citados), siempre diluido en SBF. Incu-
bacién una hora. Lavar con tampon fosafato salino (PBS). Cubrir los cortes con anticuerpo
secundario en dilucién 1/2000 en SBF. Incubacién 30 minutos. Lavar con PBS. Poner el
complejo Avidina-Biotina Peroxidasa (ABC, preparado con 30 min de antelacion) diluido
en SBF. Incubacion 30 minutos. Lavar con PBS. Revelar con diaminobenzidina tetrahidro-
clorhidrica (DAB) en Tris 0,2M y H,0, en estufa, 37°C, 3 minutos. Lavar en agua corriente.
Contrastar con hematoxolina de Harris, 30 segundos. Deshidratar con alcoholes graduales
(709,809,909 y xiloles. Montar los cubreobjetos con entellan, antes de la observacién con
microscopio de fluorescencia y confocal.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se expresan como media + DS. Para comparar los
resultados entre los grupos, se utilizaron los tests no paramétricos de Kruskall-Wallis y
Mann-Whitney. Para el andlisis de los datos dentro de cada grupo individual se aplico la
prueba Wilconxon. Se llevaron a cabo andlisis de regresion y el calculo de coeficientes de
determinacion (R?) para la cantidad de aquaporinas medidas por western blot y para la
cantidad de ARNm. El andlisis estadistico se llevé a cabo con la ayuda del paquete esta-
distico SPSS 16.0. Se asumieron diferencias estadisticamente significativas con valores de
p<0,05.

Gen Cebador (5°- 3") Cebador antisentido (5- 3) T2 (2C)
AQP1 TCTGGAGGCTGTGGTGGCT AAGTGAGTTCTCGAGCAGGGA 60
AQP5 TGGGTCTTCTGGGTAGGGCCTATTGT GCCGGCTTTGGCACTTGAGATACT 50

B-Actin  ATCATGTTTGAGACCTTCAACA CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 56

Tabla 6. Secuencias de los cebadores de la técnica de RT-PCR y condiciones de temperatura.
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RESULTADOS

1. LESION PULMONAR AGUDA INDUCIDA POR VENTILACION
MECANICA A VOLUMENES CORRIENTE ELEVADOS

1.1 EDEMA PULMONAR

Los resultados de los cocientes entre el peso humedo y el peso seco (PH/
PS) asi como el resultado del analisis del porcentaje de agua pulmonar (%__ ) se re-
sumen en la figura 14.

agua

Las ratas ventiladas a 7 ml/Kg (Grupo 2) sufrieron un discreto aumento en
el cociente entre el peso himedo y el peso seco del pulmdn en comparacion con el
grupo de ratas control que no fueron sometidas a ventilacion mecanica asi como un
ligero aumento del porcentaje de agua pulmonar medido, aunque estas diferencias
no fueron estadisticamente significativas en ninguno de los dos valores.

Se puede observar en las representaciones graficas como las ratas ventila-
das a 20 ml/Kg durante 2 horas (grupo 3) comparadas con las ratas ventiladas a 7
ml/Kg de volumen corriente (Grupo 2) o con los controles no ventilados (Grupo 1) de-
sarrollaron un aumento del cociente entre el peso hiumedo y el peso seco del parén-
quima pulmonar y del porcentaje de agua pulmonar; en ambos casos las diferencias
fueron estadisticamente significativas (p<0,05).

En lo que respecta al grupo al que se le administrd Cloruro de Mercurio
(grupo 4) previo a la ventilacion con volimenes pulmonares elevados (20 ml/Kg) se
produjo un aumento aun mayor del cociente entre el peso himedo y el peso seco y
del porcentaje de agua pulmonar. Estas diferencias en también resultaron estadistica-
mente significativas (p<0,05) en comparacidn en el grupo de ratas ventiladas a 7 ml/
Kg (Grupo 2) asi como de aquellas ventiladas a 20 ml/Kg exclusivamente (Grupo 3).
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Por ultimo, las ratas a las que se les administré cisteina tras el Cloruro de
Mercurio (Grupo 5) y fueron ventiladas a 20 ml/kg de volumen corriente, sufrieron un

aumento significativo del cociente PH/PS vy %

agua

(frente a los Grupos 1y 2) pero el

valor de este fue similar al de los animales ventilados a razon de 20 ml/Kg (Grupo 3),
obteniéndose valores iguales a los obtenidos en animales a los que no se les adminis-

tré Cloruro de Mercurio.
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Figura 14. Gréficos que representan el contenido de agua pulmonar de los animales del modelo de Lesién Pulmonar inducida
por Ventilacion Mecanica a Volumenes Corriente Elevados. A. Gréfico de barras que representa los resultados del cociente entre
el peso humedo y el peso seco (PH/PS) pulmonar. B. Representacion gréfica del porcentaje de agua pulmonar (%agua).

Los valores expresados son la media de cada uno de los grupos de estudio. Las barras de error representan la desviacion

estandar.

Grupo 1= Ratas control; Grupo 2 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 7 ml/Kg; Grupo 3 = Ratas ventiladas con
volumen corriente de 20 ml/Kg; Grupo 4 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 20 ml/Kg y pretratadas con Cloruro de
Mercurio; Grupo 5 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 20 ml/Kg y pretratadas con Cloruro de Mercurio y posterior-
mente con cisteina.

*P < 0,05 en comparacion con el Grupo 2. # P < 0,05 en comparacién con el Grupo 3.



1.2 MECANICA VENTILATORIA Y PARAMETROS HEMODINAMICOS

La presion inspiratoria pico se mantuvo por debajo de los 10 cmH,0O (8,73
cmH,0 £ 1,64 SD) en el los animales ventilados a 7 ml/Kg (Grupo 2) y por debajo de
los 25 cmH,0 (22,55 cmH,0 + 2,65 SD) en el grupo ventilado a 20 ml/Kg (Grupo 3).
Légicamente las diferencias entre las Presiones Inspiratorias Pico fueron estadistica-
mente significativas (figura 15).
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Figura 15. Presion inspiratoria pico en los animales del modelo de Lesién Pulmonar inducida por Ventilacién Mecénica a
Voltimenes Corriente Elevados. Se muestran los resultados de los animales de los Grupos 2 (ventilados a 7 ml/Kg) y 3 (ventilados
a 20 ml/Kg). A. Grafico evolutivo de la presién inspiratoria pico en funcion del tiempo. B. Representacion grafica del promedio
de la Presién inspiratoria pico en los Grupos 2y 3.

Los valores expresados son la media de cada uno de los grupos de estudio. Las barras de error representan la desviacion
estandar.

Grupo 2 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 7 mi/Kg; Grupo 3 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 20 ml/Kg.

*P < 0,05 en comparacién con el Grupo 2.
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Los valores de compliancia pulmonar fueron menores en el grupo de ratas
ventiladas a 20 ml/kg (0,68 mI/cmHZO + 2,65 SD) con respecto a aquellas ventiladas
a 7 ml/Kg (1,81 ml/cmH,0 1,43 SD). Debido a la elevada dispersion en los datos, el
analisis evolutivo de estos pardmetros en el tiempo no muestra diferencias estadis-
ticamente significativas entre grupos, aunque el analisis de los promedios de este
valor en ambos grupos resultd en una p < 0,05. Ambas representaciones graficas se
muestran en la figura 16.
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Figura 16. Compliancia pulmonar en los animales del modelo de Lesion Pulmonar inducida por Ventilacion Mecanica a
Voltimenes Corriente Elevados. Se muestran los resultados de los animales de los Grupos 2 (ventilados a 7 mi/Kg) y 3 (ventilados
a 20 ml/Kg). A. Grafico evolutivo de la compliancia pulmonar en funcién del tiempo. B. Representacion grafica del promedio de
la compliancia pulmonar en los Grupos 2 y 3.

Los valores expresados son la media de cada uno de los grupos de estudio. Las barras de error representan la desviacion
estandar.

Grupo 2 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 7 mi/Kg; Grupo 3 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 20 ml/Kg.

*P < 0,05 en comparacion con el Grupo 2.
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De forma inversa a lo que ocurre con la compliancia, los valores de resisten-
cias pulmonares en el grupo ventilado a 20 ml/Kg (Grupo 3) fueron mayores respecto
al Grupo 2 (184,96 cmH,0/|/s +194,4 SD vs. 125,18 cmH,0/I/s + 471 SD), aunque en
este caso no se pusieron de manifiesto diferencias significativas en los valores pro-
medio entre ambos grupos. En el analisis de los datos sdélo el valor inicial a los cinco
minutos de iniciado el experimento mostrd una p < 0,05 de los datos del Grupo 3 con
respecto al Grupo 2. El resto de puntos del analisis evolutivo no mostrd diferencias
significativas (figura 17).
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Figura 17. Resistencia pulmonar en los animales del modelo de Lesién Pulmonar inducida por Ventilacién Mecanica a Volimenes
Corriente Elevados. Se muestran los resultados de los animales de los Grupos 2 (ventilados a 7 ml/Kg) y 3 (ventilados a 20 ml/
Kg) en un grafico evolutivo en funcién del tiempo.

*P < 0,05 en comparacion con el Grupo 2.
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Las ratas se mantuvieron estables hemodinamicamente durante las dos
horas que durd el experimento. No se encontraron diferencias significativas en
los valores promedio de PAM (Grupo 2: 96,61 mmHg + 23,9 SD vs. Grupo 3: 100,15
mmHg + 43,6 SD) ni en los de FC (Grupo 2: 376,40 lpm + 74,7 SD vs. Grupo 3:
416,81 lpm + 84,2 SD) entre los grupos ventilados a 7 ml/kg de volumen corrien-
te y los ventilados a 20 ml/kg; tampoco se observaron diferencias en el andlisis
temporal de la variable a lo largo del experimento. Pueden observarse las graficas
en la figura 18.
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Figura 18. Valores evolutivos de los parametros hemodindmicos en los animales del modelo de Lesién Pulmonar inducida por
Ventilacion Mecdnica a Voltimenes Corriente Elevados. (A) Presién arterial media (PAM) y (B) frecuencia cardiaca (FC) de los
grupos 2 (7 ml/Kg) y 3 (20 mi/Kg). Las barras de error representan la desviacion estandar.



1.3 PARAMETROS GASOMETRICOS

La oxigenacidn expresada como la relacidon entre la presion arterial de oxi-
geno (p0,) vy la fraccion inspirada de oxigeno (FiO,) se mantuvo en valores conside-
rados normales (>300 mmHg) en ambos grupos a pesar del edema que desarrollaron
las ratas ventiladas con volumenes corrientes de 20 ml/Kg (pO./FiO, 2horas 577,43 +
99,52 SD). El aumento del agua pulmonar en las ratas sometidas a volumenes altos
(Grupo 3) no se reflejé como seria de esperar en un empeoramieno de los pardmetros
de oxigenacion. Asi tanto la pO, como la relacion pOZ/FiO2 mejoraron significativa-
mente con respecto al valor basal en los animales del Grupo 3, asi como respecto
a los valores obtenidos en las ratas del Grupo 2 a las dos horas, aunque estas no
desarrollaron un aumento resefiable del agua pulmonar. Los valores de pCO, fueron
significativamente mds bajos a las 2 horas en el grupo ventilado a 20 ml/Kg respecto
al valor inicial (consecuencia de la hiperventilacion a la que fueron sometidas). A pe-
sar de ello el pH se mantuvo sin diferencias significativas con respecto a los valores
basales. Esto puede explicarse por la presencia de una acidosis metabdlica lactica
en el grupo 3 (p < 0,05 de los valores de Exceso de Base (ABE) y lactato del Grupo
3 respecto al Grupo 2) que queda compensada con la hiperventilacion a la que son
sometidos los animales de este grupo. Los resultados gasométricos de ambos grupos
se resumen en la tabla 7.

Grupo 2 (7 ml/Kg) Grupo 3 (20 ml/Kg)
Basal 2 horas Basal 2 horas
pH 7,35 + 0,05 7,21 = 0,07 735 + 0,05 745 = 0,09 #
pCO2 41,44 + 8,01 56,87 + 18,04 41,44 + 8,01 2147 + 7,14 *#
ABE -2,37 = 2,13 -6,70 + 1,61 * -237 £ 213| -7,71 + 298 *
Lac 2,16 + 0,67 1,99 + 0,66 2,16 + 0,67 513 = 2,41 *#
p02 96,03 = 18,72| 91,56 = 16,56 89,04 + 5,81|121,29 = 21,04 *#
pO2/Fi02 | 452,00 + 89,17 |436,86 + 79,17 424,14 + 2797|577,43 + 99,52 *#

Tabla 7. Resultados de los analisis de los gases arteriales en el Grupo 2 (ventilados a 7 ml/Kg) y en el Grupo 3 (ventilados a 20
ml/Kg) en los animales del modelo de Lesion Pulmonar inducida por Ventilacion Mecanica a Volimenes Corriente Elevados. Los
valores estdn expresados como media + desviacion estdndar.

*P < 0,05 con respecto al valor basal. # p <0,05 con respecto al valor del grupo 2.
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1.4 PERMEABILIDAD MICROVASCULAR

El valor medio de la concentracion del colorante Azul de Evans en los pulmones de
las ratas ventiladas del Grupo 3 (20 ml/Kg) fue significativamente mayor (62,71 ng/mg + 16,2
SD) que el valor obtenido en el Grupo 2 de ratas ventiladas a 7 ml/Kg (25,96 ng/mg + 9,9 SD)
y que el obtenido en el Grupo 1 de ratas control (16,08 ng/mg + 2,5 SD) (Figura 19A). No se
objetivaron diferencias estadisticamente significativas al comparar los controles (Grupo 1) con
las ratas ventiladas a 7 ml/Kg (Grupo 2), aunque si parece existir una tendencia. El andlisis de re-
gresion de la concentracion de Azul de Evans en funcion del volumen corriente de la ventilacién
mecdnica demostrd la presencia de una relacion exponencial entre ambas variables (coeficiente
de determinacion R? de 0,862) estadisticamente significativa (p < 0,001) con un aumento de la
extravasacion de colorante a mayor volumen corriente se usa en la ventilacion (figura 19B).
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Figura 19. (A) Representacion grafica de la absorbancia en ng/mg de tejido pulmonar del colorante Azul de Evans en los
animales del modelo de Lesién Pulmonar Inducida por Ventilacion Mecénica a Voltimenes Corriente Elevados. (B) Nube de
puntos de la concentracion de colorante Azul de Evans en funcion del volumen corriente en ml/Kg usado en la ventilacion
mecdnica en los animales del modelo de Lesién Pulmonar Inducida por Ventilacion Mecénica a Voltimenes Corriente Elevados; se
muestra también la linea de tendencia que pone de manifiesto una relacion lineal de ambas variables.

R? = coeficiente de determinacion. * P < 0,05 con respecto al valor del grupo control. # p <0,05 con respecto al valor del grupo 2 (7 mil/Kg)



1.5 EXPRESION DE AQUAPORINAS 1Y 5

En los resultados de la expresion medida por western blot para la AQP 5 no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a su expresion, en
relacién con el volumen corriente medido en ml/Kg (figuras 20 y 22).
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Figura 20. Valores de las densitometrias obtenidas de los western blot en los animales del modelo de Ventilacién Mecanica
a Volumenes Corriente Elevados. Los valores que se muestran corresponden a la media. Las barras de error representan la
desviacion estandar.

AQP 1= Aquaporina 1; AQP 5 = Aquaporina 5.

*P < 0,05 con respecto al valor del Grupo C. # p <0,05 con respecto al valor del grupo 2H

Para la AQP 1, el test de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p < 0,05). El analisis de los diferentes grupos mediante
el test de Mann-Whitney arrojo diferencias estadisticamente significativas entre los gru-
pos de 7 ml/Kg (Grupo 2) y 20 ml/Kg (Grupo 3) con respecto al grupo Control (Grupo
C), pero no puso de manifiesto diferencias significativos entre los grupos 2 y 3 (figuras
20 y 21). Para caracterizar mejor estas diferencias, se realizo un andlisis de regresién
de ambas variables. Se obtuvo un coeficiente de correlaciéon R entre el valor de la den-
sitometria y el volumen corriente medido en ml/kg de 0,798, con una coeficiente de
determinacién R? de 0,638, estadisticamente significativo (p = 0,006) (figura 23).
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Figura 21. Western blot de AQP 1en el Modelo de Ventilacién Mecdnica a Volimenes Corriente Elevados.
Figura 22. Western blot de AQP 5 en el Modelo de Ventilacién Mecénica a Volumenes Corriente Elevados.
Figura 23. Gréfico de dispersion y linea de regresion de las densitometrias obtenidas en el western blot de la AQP 1en funcién

del volumen corriente medido en mi/kg en los animales del Modelo de Ventilacion Mecanica a Volimenes Corriente Elevados. El
valor corresponde al coeficiente de determinacion R%.

86 Resultados



Estos resultados obtenidos en la medicidon de proteinas contrastan con los
obtenidos al determinar la cantidad de ARNm. Los resultados de la RT-PCR reflejaron
una tendencia al aumento de la cantidad de ARNm de la AQP-1 a nivel alveolar que
resulté estadisticamente significativo (p < 0,05) entre los grupos 2y 3 (7 ml/Kg y 20
ml/Kg) con respecto al grupo control. Igualmente se obtuvieron diferencias signifi-
cativas en la cantidad de ARNm de la AQP-1 entre los grupos 2y 3 (p < 0,05), siendo
mayor en este ultimo grupo (figura 24). En lo que respecta a la AQP-5, la cantidad
de ARNm resulto ser significativamente mayor tanto a nivel alveolar como bronquial
en el grupo de 20 ml/kg (Grupo 3) con respecto a los grupos Control y 7 ml/Kg (p <
0,05) (figura 24). El analisis de regresion arrojo los siguientes coeficientes de deter-

; iAn: P2 - 2 - 2 -
minacion: R?, ... =0,89 (p <0,001),R AP 5 brong, = 0,61 (p<0,00DyR?, ., =0:812
(p < 0,001) (figura 25).
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Figura 24. Representacion de la cantidad de ARNm medido por RT-PCR en los animales del modelo de Ventilacion Mecanica a
Volimenes Corriente Elevados.

*P < 0,05 con respecto al valor del Grupo C

#p <0,05 con respecto al valor del grupo 7 mi/kg
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Figura 25. Gréfico de dispersion y rectas de regresion de la cantidad de ARNm medido por RT-PCR de la AQP 1alveolar y de
la AQP 5 alveolar y bronquial en funcién del volumen corriente medido en mi/kg en los animales del modelo de Ventilacién
Mecénica a Volumenes Corriente Elevados.

Los valores que se muestran corresponden coeficientes de dispersion R? de cada uno de los ajustes de regresion lineal.

alv. = Alveolar; brong. = Bronquial

2. VENTILACION MECANICA PROLONGADA A VOLUMENES
CORRIENTES NO LESIVOS

2.1 EDEMA PULMONAR

Al analizar los resultados del agua pulmonar en el modelo de Ventilacion Mecdanica
Prolongada a Volumenes Corrientes No Lesivos no se objetivaron diferencias significativas en-
tre los tres grupos de estudio ni en el cociente entre peso hiumedo y peso seco (Grupo C: 4,72 +
0,04 SD vs. Grupo 2H: 4,90 + 0,33 SD vs. Grupo 4H: 5,23 + 0,79 SD) ni en el porcentaje de agua
pulmonar (Grupo C: 78,82 + 0,16 SD vs. Grupo 2H: 79,52 + 1,31 SD vs. Grupo 4H: 80,55 + 2,50

SD), aunque si que parece observarse una tendencia al aumento en ambos parametros. Los
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resultados del cociente entre el peso himedo y el peso seco asi como el valor del porcentaje
de agua pulmonar se representan graficamente en la figura 26.
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2.2 MECANICA VENTILATORIA Y PARAMETROS HEMODINAMICOS

La presion inspiratoria pico sufrié un aumento progresivo en ambos grupos
de animales sometidos a ventilacién mecanica (Grupo 2H y Grupo 4H), encontrando
unos valores de significativamente mayores (p < 0,05) a partir de los 90 minutos de
iniciado el experimento cuando se comparan con los valores basales de cada uno de
los grupos (figura 27). Al comparar los valores promedio de las presiones inspiratorias
pico de ambos grupos observamos que la presion del grupo sometido a cuatro horas
de ventilacion (Grupo 4H) es significativamente mayor que la presion promedio del
grupo sometido a 2 horas de ventilaciéon mecanica con un valor de p < 0,05 (Grupo
2H:13,26 cmH,0 £ 2,27 SD vs. Grupo 4H:15,80 cmH,0O + 2,27 SD).
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Figura 27. Presion inspiratoria pico en los animales del modelo de Ventilacion Mecanica Prolongada a Voltimenes Corriente No
Lesivos. Se muestran los resultados de los animales de los Grupos 2H (ventilados durante 4 horas) y 4H (ventilados durante 4
horas). A. Gréfico evolutivo de la presion inspiratoria pico en funcién del tiempo. B. Representacion grafica del promedio de la

Presion inspiratoria pico en los Grupos 2H y 4H.

Los valores expresados son la media de cada uno de los grupos de estudio. Las barras de error representan la desviacion
estandar.

Grupo 2H = Ratas ventiladas con volumen corriente de 10 ml/Kg durante 2 horas; Grupo 4H = Ratas ventiladas con volumen
corriente de 10 ml/Kg durante 4 horas.

X p < 0,05 con respecto al valor basal del grupo 2H
*p < 0,05 con respecto al valor basal del grupo 4H

#p < 0,05 con respecto al grupo 2H



La compliancia pulmonar registré un descenso progresivo en ambos grupos
a medida que transcurria el tiempo del experimento. Este descenso fue significativa-
mente menor con respecto al valor inicial (p < 0,05) en el grupo de animales venti-
lados durante cuatro horas (Grupo 4H) a partir del minuto 90 de experimento. En el
grupo de animales ventilados durante 2 horas (Grupo 2H) aunque también se ve una
tendencia al descenso en funcion del tiempo, este no es significativo estadisticamen-
te. Al comparar los promedios de compliancia pulmonar entre ambos grupos no se
objetivaron diferencias significativas entre los animales del Grupo 2h y los del Grupo
4H (Grupo 2H: 0,63 ml/cmH,0 + 0,18 SD vs. Grupo 4H: 0,62 ml/cmH,0 + 0,15 SD). En
la figura 28 se muestra la representacion grafica de los pardmetros de compliancia
pulmonar en los animales ventilados durante 2 y 4 horas.
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Figura 28. Compliancia pulmonar en los animales del modelo de Ventilacién Mecénica Prolongada a Volimenes Corriente No
Lesivos. Se muestra un grafico evolutivo con los resultados de los animales de los Grupos 2H (ventilados durante 4 horas) y 4H
(ventilados durante 4 horas) en funcién del tiempo. Las barras de error representan la desviacion estandar.

Grupo 2 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 7 mi/Kg; Grupo 3 = Ratas ventiladas con volumen corriente de 20 ml/Kg.

*p < 0,05 con respecto al valor basal del grupo 4H

Las resistencias del sistema respiratorio se muestran en la figura 29. No se
encontraron diferencias resefiables entre los valores de los Grupos 2H y 4H al analizar
su evolucién en funcion del tiempo, aungue en los dos grupos se objetiva una ten-
dencia descendente. En los animales ventilados durante 4 horas, la tendencia descen-
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dente de los valores arroja diferencias estadisticamente significativas con respecto al
valor basal a partir del minuto 150 de experimento. Analizando los valores promedio
de los Grupos 2H y 4H observamos menores resistencias pulmonares en el Grupo 4H
(43,89 cmH,0/I/s + 18,60 SD) que en el Grupo 2H (72,69 cmH,0/|/s + 21,63 SD) con
un valor de p < 0,05.
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*P <0,05 en comparacion con el valor basal del Grupo 4H.

#p < 0,05 con respecto al Grupo 2H

Al igual que se observé en el modelo animal de Lesion Pulmonar Aguda
Inducida por Ventilacién Mecdnica a Volumenes Corriente Elevados, las ratas se man-
tuvieron hemodinamicamente estables durante la todo el tiempo del experimento en
ambos grupos. No se encontraron diferencias significativas en los valores promedio
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de presion arterial media (Grupo 2H: 97,95 mmHg + 27,75 SD vs. Grupo 4H: 104,53
mmHg * 27,54 SD) ni en los de frecuencia cardiaca (Grupo 2H: 341,29 Ipm * 66,73 SD
vs. Grupo 4H: 306,52 Ipm * 78,11 SD) entre los animales ventilados durante 2 horas y
los ventilados durante 4 horas. Si que se puede observar un descenso de la Presion
Arterial Media (PAM) en el Grupo 2H con respecto al valor basal que se hace esta-
disticamente significativo a partir de los 75 minutos de iniciado el experimento. De
manera similar en el Grupo 4H se objetiva un descenso de la PAM en la parte final del
experimento significativo a partir del minuto 105 de experimento y un descenso de las
cifras de FC significativo a partir del minuto 120 (figura 30).
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Figura 30. Valores evolutivos de los pardmetros hemodindmicos en los animales del modelo de Ventilacién Mecénica
Prolongada a Voltimenes Corriente No Lesivos. (A) Presion arterial media (PAM) y (B) frecuencia cardiaca (FC) de los grupos 2H
(ventilados durante 2 horas) y 4H (ventilados durante 4 horas). Las barras de error representan la desviacion estandar.

X p < 0,05 con respecto al valor basal del grupo 2H. * p < 0,05 con respecto al valor basal del grupo 4H
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2.3 PARAMETROS GASOMETRICOS

Los resultados gasométricos de los Grupos 2H (ventiladas durante 2 horas)
y 4H (ventiladas durante 4 horas) se resumen en la tabla 8. No se han objetivado
diferencias estadisticamente significativas en los pardmetros de equilibrio acido-base
(pH, pCO,, Exceso de Bases (ABE) y lactato) dentro de los grupos de estudio ni tam-
poco diferencias entre los pardmetros de ambos grupos, aunque si parece existir una
tendencia hacia la aparicion de acidosis de componente mixto conforme aumenta el
tiempo de ventilacién. En lo referente a la oxigenacion podemos observar una ten-
dencia a la disminucién de la pO, y del cociente pO, / FiO, a las dos horas respecto al
valor basal en el Grupo 2H y algo mas marcada a las 4 horas respecto al valor inicial en
el Grupo 4H, aunque ninguna de estas diferencias adquirio significacion estadistica.

Grupo 2H (2 horas) Grupo 4H (4 horas)
Basal 2 horas Basal 4 horas
pH 7,29 = 0,05 7,21 = 0,07 7,30 = 0,05 7,23 £ 0,07
pCO2 47,96 + 3,56 56,87 + 18,04 47,33 + 8,51| 52,84 * 7,73
ABE -3,96 = 2,02 -6,70 + 1,61 * -3,70 £ 2,72 -6,26 * 4,20
Lac 2,08 + 0,62 1,99 £+ 0,66 1,79 £+ 0,74 1,91 + 1,24
p02 93,30 * 17,72| 91,56 * 16,56 97,28 + 15,76 83,03 = 24,27
pO2/FiO2 | 444,38 + 84,62 436,86 + 79,17 462,78 + 74,61| 39522 + 11530

Tabla 8. Resultados de los andlisis de los gases arteriales en el Grupo 2H (ventilados a 10 ml/Kg durante 2 horas) y en el Grupo
4H (ventilados a 10 ml/Kg durante 4 horas). Los valores estan expresados como media * desviacion estandar.

Grupo 2H = Ventiladas durante 2 horas; Grupo 4H = Ventiladas durante 4 horas
*P < 0,05 con respecto al valor basal

#p <0,05 con respecto al valor del grupo 2H
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2.4 PERMEABILIDAD MICROVASCULAR

La Ventilacion Mecanica a Volumenes Corriente No Lesivos en nuestro mo-
delo animal no provocd un aumento significativo de la permeabilidad microvascular
determinada por el método de medicién del colorante Azul de Evans en el tejido
pulmonar. Los valores de absorbancia de colorante Azul de Evans en el tejido pul-
monar encontrados fueron 16,08 ng/mg + 2,45 SD en el Grupo C (ratas control no
ventiladas), 25,96 ng/mg * 9,90 SD en el Grupo 2H (ratas ventiladas durante 2 horas)
y 20,39 ng/mg * 2,20 SD en el Grupo 4H (ratas ventiladas durante 4 horas). Estos
resultados se representan graficamente en la figura 31.
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Figura 31. Representacion grafica de la absorbancia en ng/mg de tejido pulmonar del colorante Azul de Evans en los animales
del modelo de Ventilacién Mecdnica Prolongada a Volimenes Corriente No Lesivos. No se observan diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio.
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2.5 EXPRESION DE AQUAPORINAS 1Y 5

En los resultados de la expresion medida por western blot para la AQP 1, tanto en
membrana como en citoplasma, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
en cuanto a su expresion, en relacion con el tiempo de ventilacion mecanica (figuras 32 y 33).
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Figura 32. \alores de las densitometrias obtenidas de los western blot en los animales del modelo de Ventilacién Mecanica
Prolongada a Voltimenes Corriente No Lesivos. Los valores que se muestran corresponden a la media. Las barras de error
representan la desviacion estandar.

AQP 1 cit. = Aquaporina 1 citosdlica; AQP 1 mb. = Aquaporina 1 de membrana; AQP 5 cit. = Aquaporina 5 citosélica; AQP 5 mb. =
Aquaporina 5 de membrana.

*P < 0,05 con respecto al valor del Grupo C.  # p <0,05 con respecto al valor del grupo 2H

Para la AQP 5 citosdlica (AQP-5 cit.), el test de Kruskal-Wallis mostré diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0,001) (figuras 32 y 34). Para caracterizar
mejor estas diferencias, se realizo un analisis de regresion de ambas variables, obteniéndose
un coeficiente de correlacion R entre el valor de la densitometria y el tiempo de VM de 0,948,
con una coeficiente de determinacion R? = 0,90 (el 90% de los cambios en el valor de la den-
sitometria se debe Unicamente a la variable tiempo de VM), con un promedio de aumento
de la densitometria de 19,826 a las 2h (IC 95% = 11,199 - 28,453), y un aumento a las 4 h de
24,265 (IC95% = 15,638 - 32,892). Para la AQP 5 en membrana (AQP-5 mb.) el Anova mostrd



diferencias estadisticamente significativas (p= 0,008) entre los Grupos 2H y 4H con respecto
al valor del Grupo C. El andlisis de regresion (figura 35) mostrd una fuerte correlacion entre las
dos variables (R= 0,896; R? = 0,804), mostrando un aumento de la densitometria de 12.066 a
las 2h (IC 95%= 3,265 - 20,866), y de 17,396 a las 4h (IC 95%= 8,595 - 26,197).
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Figura 33. Western blot de AQP 1 citosdlica y de membrana en el modelo de Ventilacion Mecdnica Prolongada a Volimenes
Corriente No Lesivos.
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Figura 34 Western blot de AQP 5 citosélica y de membrana en el modelo de Ventilacién Mecénica Prolongada a Volimenes
Corriente No Lesivos.
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Figura 35. Gréfico de dispersion y lineas de regresion de las densitometrias obtenidas en el western blot de la AQP 5 de
membrana y citosélica en funcién del tiempo en los animales del modelo de Ventilacion Mecdnica Prolongada a Volimenes
Corriente No Lesivos. Los valores que se muestran corresponden coeficientes de determinacién R? de cada uno de los ajustes
de regresion lineal.

AQP 5 cit. = Aquaporina 5 citosdlica; AQP 5 mb. = Aquaporina 5 de membrana.

Los resultados de la RT-PCR reflejaron una tendencia al aumento de
la cantidad de ARNm de la AQP-1 a nivel alveolar que resulté estadisticamente
significativo (p < 0,05) en el Grupo 4H comparado con los Grupos Cy 2H. En
lo referente a la AQP 5, de manera similar a lo que ocurre con el ARNm en la
AQP 1 alveolar, observamos un aumento de la cantidad de ARNm tanto a nivel
alveolar como bronquial en los Grupos 2H y 4H con respecto al Grupo C de
animales control aunque este aumento sélo es estadisticamente significativo
a nivel alveolar en el Grupo 4H (p < 0,05) (figura 36). El analisis de regresion
arrojé unos coeficientes de determinacion (R?) de la cantidad de ARNm de la
AQP 5y AQP 1 alveolar en funcién del tiempo de ventilacion mecdnica bajos
(R? =0,71y R? = 0,69) (figura 37).
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Figura 36. Representacion de la cantidad de ARNm medido por RT-PCR en los animales del modelo de Ventilacion Mecdnica

Prolongada a Voltimenes Corriente No Lesivos.

*P < 0,05 con respecto al valor del Grupo C. # p <0,05 con respecto al valor del grupo 2H
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Figura 37. Gréfico de dispersion y rectas de regresion de la cantidad de ARNm medido por RT-PCR de la AQP 1y AQP 5
alveolares en funcion del tiempo de ventilacién mecanica en los animales del modelo de Ventilacién Mecénica Prolongada a

Volimenes Corriente No Lesivos.

Los valores que se muestran corresponden coeficientes de determinacion R? de cada uno de los ajustes de regresion lineal.

alv. = Alveolar
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Las preparaciones que se destinaron al marcaje inmunohistoquimico
revelan como se tifien las membranas de los neumocitos |, delimitando todo el
entramado alveolar pulmonar, cuando el target es la AQP 5. La tincion es mas
evidente conforme aumenta el tiempo de exposicion a la VM de las muestras
(figura 38). En aquellas en las que se marcé la AQP 1, la tincidon revela la dis-
posicion del entramado microvascular formado por los capilares alveolares,
al encontrarse la AQP-1 tanto en la célula endotelial como en los propios he-
maties, sin teflirse los neumocitos que tapizan el alveolo. En este caso, en el
analisis de visu no parece existir un aumento de tincién evidente relacionado
con el tiempo de exposicion a la ventilacion mecdnica (figura 3)

Grupo C

Grupo 2H

Grupo 4H w

Figura 38. Inmunohistoquimica de la AQP 5 en los animales del modelo de Ventilacién Mecénica Prolongada a Volimenes
Corrientes No Lesivos. La tincion delimita perfectamente el entramado alveolar y la superficie de los nemocitos tipo I. Se puede
apreciar un aumento de la intensidad de la tincién a mayor tiempo de exposicion a la ventilacion mecanica (Grupos 2H y 4H).
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Figura 39. Inmunohistoquimica de la AQP 1en los animales del modelo de Ventilacion Mecdnica Prolongada a Volimenes
Corrientes No Lesivos. La tincién delimita el entramado microvascular que configuran los capilares alrededor de los alveolo, en
el endotelio de los cuales se expresan preferentemente las AQP-1, asi como también en los eritrocitos. Se puede observar la
ausencia de tincion de los neumocitos tipo I.
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DISCUSION

1. LESION PULMONAR AGUDA INDUCIDA POR VENTILACION
MECANICA A VOLUMENES CORRIENTE ELEVADOS

Por lo que se observa en los datos obtenidos en nuestro experimento, la
ventilacién mecanica a voltimenes corrientes de 20 ml/Kg produce lesién pulmonar
de caracter agudo en ratas y con ello edema y por tanto como producto de esto un
incremento del valor del cociente entre el peso hiumedo y el peso seco pulmonar y
de manera analoga, del porcentaje de agua pulmonar. Estos resultados son similares
a los presentados previamente por otros grupos (Hales CA et al. 2001). Segun un
modelo publicado por Marini y Gattinoni (Marini JJ and Gattinoni L. 2004), sin necesi-
dad de que se produzcan presiones intratoracicas elevadas, los cambios en la tension
y deformaciéon de los tejidos pulmonares que se producen en los diferentes ciclos
respiratorios son capaces de inducir fendmenos de auténtica ruptura de las paredes
alveolares, asi como fendmenos de mecanotransduccion y liberacion de mediadores
inflamatorios que pasan a la circulacion pulmonar y sistémica, y que son capaces de
producir lesion pulmonar y sobre 6rganos a distancia del pulmén. No es necesario
el empleo de grandes volumenes corrientes para inducir estos fendmenos de estira-
miento pulmonar. Parece que el mecanismo por el que se genera la lesién pulmonar
inducida por ventilacion mecanica es la distension pulmonar mas que el aumento de
la presion en si mismo, como demuestran algunos trabajos con animales (Dreyfuss
D. 1998). Aungue los niveles de presidn pico inspiratoria alcanzados en nuestro ex-
perimento en las ratas ventiladas con volumenes corriente elevados (22,55 cmH,0
* 2,65 SD) son inferiores a los que alcanzo el grupo de Dreyfuss et al. (1988) parece
posible que este mecanismo de estiramiento pulmonar sea el responsable de la lesion
pulmonar que aparece en las ratas ventiladas con volimenes corriente de 20 ml/Kg
(Dreyfuss D et al. 1988).
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Si bien en nuestro trabajo no hemos medido gasto cardiaco en los animales
ventilados ni tampoco pardmetros como la presioén arterial pulmonar, cuyas alteracio-
nes pueden estar implicadas en la produccion de edema pulmonar, la cuantificacion
de la permeabilidad microvascular usando el colorante Azul de Evans, se correlaciona
bien con la extravasacion de albumina marcada en la piel y la via aérea de roedores
(Rogers DF et al. 1989). El aumento de los niveles de proteinas marcadas con Azul de
Evans en el tejido pulmonar fue significativamente mayor (p<0,05) en las ratas ven-
tiladas con volumenes corriente de 20 ml/kg, obteniéndose cifras mas de dos veces
mayores que las obtenidas en las ratas control. Esto hace pensar que el mecanismo
principal en la generacién del edema pulmonar en este grupo de ratas se debe a una
alteracion de permeabilidad microvascular, siendo poco probable que el origen sea
un fallo hemodindmico. Resultados similares fueron obtenidos por Dreyfuss y colabo-
radores (1985). Estos ultimos demostraron, usando albumina marcada radiactivamen-
te, un aumento de la cantidad de proteinas en el aspirado traqueal de pulmoén de ratas
ventiladas con presiones pico de 40 cmH,0, asi como alteraciones anatomopatoldgi-
cas que incluian alteraciones epiteliales y membranas hialinas, por lo que concluian
que el mecanismo principal del edema era un aumento de la permeabilidad (Dreyfuss
D et al. 1985).Igualmente, aunque los volumenes corrientes empleados sean bajos ob-
servamos una alteracion de la permeabilidad microvascular al objetivarse un aumento
de la concentracion de Azul de Evans en el grupo 2 respecto al grupo 1. Aunque es-
tas diferencias no resultan significativas estadisticamente si muestran una tenden-
cia. Una posible explicacidon podria ser que la ventilacién mecdnica, aun a volumenes
corrientes tedricamente seguros (7 ml/Kg), provoca alteracidon de la permeabilidad,
aungue esta no sea relevante ni puesta de manifiesto por el aumento del edema
medido mediante el cociente peso hiimedo/peso seco (Wolthuis EK et al. 2009). En
linea con esto Hegeman MA et al (2013), objetivaron un aumento de la permeabilidad
pulmonar en un modelo de ventilacién pulmonar prolongada a volumenes corrientes
bajos (7 ml/Kg) en ratén, aunque de manera similar a nuestro experimento, no se
alcanzé significacion estadistica a pesar de la tendencia en los valores (Hegeman MA
et al. 2013). Resultados similares se han objetivado en la segunda parte de nuestro
experimento, donde la ventilacion mecdnica a volumenes corrientes no lesivos pero
mantenidos durante 4 horas, no objetivd aumento significativo de la permeabilidad
pulmonar aunque si parece existir una tendencia (Fabregat G et al. 2014). Seran nece-
sarios futuros estudios que corroboren o desmientan estos resultados.



Diferentes estudios experimentales han puesto de manifiesto el papel
de las AQPs 1y 5 en el desarrollo de edema pulmonar en modelos animales de
lesion pulmonar de diferente etiologia (Zhang YW et al. 2009; Wang F et al.
2010; Li J et al. 2011). S6lo hemos encontrado un trabajo en la literatura que
investigue el rol de estos canales de agua en el edema pulmonar que aparece
como consecuencia de la Lesidn Pulmonar Inducida por Ventilacion mecanica
(VILD). Hales et al. (2001) provocaron una lesion pulmonar en ratas mediante
la ventilacion mecdnica con volimenes corriente elevados (20 ml/Kg); de ma-
nera indirecta pusieron de manifiesto el papel de las AQPs 1y 5 al objetivar
un empeoramiento del edema pulmonar en las ratas ventiladas en las que
previo al inicio de la VM se administré un conocido inhibidor de la funcion de
estas proteinas canal, el Cloruro de Mercurio (Hales CA et al. 2001). Nuestro
grupo decidid, en una primera parte del experimento, reproducir parte del
trabajo de Hales CA y colaboradores. Aunque no determinamos niveles cir-
culantes de cloruro de mercurio (HgCl,) en la sangre de las ratas a las que se
les administrd, las dosis utilizadas calculadas por peso del animal (6 mg/Kg)
son similares a las usadas en trabajos previos (Hales CA. 2001) y con las que
conseguian concentraciones proximas a 0,03 mM que se ha visto en diferentes
trabajos experimentales (Schnitzer JE y Oh P. 1996) que produce la inhibicion
del 60% del trasporte de agua en pulmén aislado de rata. Hemos podido co-
rroborar que se produce un aumento significativo del cociente PH/PS cuando
previamente al inicio de la VM se administra HgCIZ’ cuando se compara con los
valores obtenidos en animales que son ventilados al mismo volumen corriente
(20 ml/Kg) en los que no se administré dicha sustancia. Este hecho, observado
previamente en otros modelos animales (Preston GM et al. 1993, Schnitzer JE
y Oh P.1996), va a favor de la hipotesis de que el HgCl, produce una inhibicion
competitiva en las AQP 1y 5; esta se cree que estd mediada por la union a la
cisteina de la posicion 189 (Preston GM et al. 1993). Cuando administramos
cisteina exdgena posteriormente a la administracion de HgCl, y previamente a
la induccidn de la lesion pulmonar por ventilacion mecanica, el cociente PH/PS
vuelve a valores similares a los del grupo de animales ventilados a 20 ml/Kg en
los que no se administré HgCl, El efecto del cloruro de mercurio sobre los ca-
nales de agua es por tanto reversible. No podemos descartar la posibilidad de
que el HgCl, esté actuando en la formacion del edema pulmonar inducido por
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ventilacion mecdnica a través de otras vias diferentes a las AQPs, pero en vista
de los hechos no es aventurado pensar que lo hace a través de la inhibicion
de los canales de agua. Nuestros resultados, coincidentes con los obtenidos
en el trabajo de Hales (Hales CA et al. 2001), van pues a favor de la hipodtesis
de que los canales de agua AQP1 y AQP5 desempefian un papel importante
en la formacion y reabsorcion del edema secundario a la Lesién Inducida por
Ventilacion Mecanica.

El papel que desempefa la AQP 1 en la permeabilidad capilar pulmo-
nar fue puesto de manifiesto por Bai et al. (1999) usando ratones knockout
carentes de esta proteina. La permeabilidad al agua del endotelio microvascu-
lar, se redujo mas de 10 veces en los ratones AQP1 (- / -) frente a los ratones
salvajes en pulmén aislado (Bai C et al. 1999). Estos resultados indican que el
transporte de agua a través de microvasos en el pulmdn se produce por una
via dependiente de canales de agua AQP1. De manera similar la permeabilidad
osmotica al agua del espacio aéreo-capilar se redujo en torno a 10 veces en los
ratones knockout para la AQP5 en pulmén aislado, indicando que la AQP5 es
responsable de la mayoria del transporte de agua a través de la membrana api-
cal del epitelio alveolar (Ma T et al. 2000). La AQP1, junto con la AQP5, consti-
tuyen la principal via de transporte osmético de agua entre el espacio aéreo y
los compartimentos capilares y su ausencia deteriora la permeabilidad osmoti-
ca del agua en el endotelio microvascular y en el espacio alveolo-capilar. En el
presente trabajo hemos observado un descenso en la expresion de AQP1 en to-
dos los animales sometidos a ventilacién mecdnica. Este descenso fue signifi-
cativamente mayor en los animales ventilados a volimenes corriente elevados
(20 ml/kg), aunque no objetivamos diferencias entre los grupos 2 y 3. Niveles
disminuidos de AQP1 y AQPS5 se han relacionado con la aparicién de edema
pulmonar en diversas situaciones (Towne JE et al. 2001; Su X et al. 2004; Zhao
S y Li XN. 2010; Dong C et al. 2012). Recientemente Jin LD et al. (2013) han
puesto de manifiesto en un modelo de lesién pulmonar inducida por ventila-
cién mecdnica a volumenes corriente elevados (40 ml/Kg) un descenso en la
expresion de AQP1 tras 4 horas de ventilacidon mecanica en ratas, asi como un
aumento del cociente entre el peso humedo y el peso seco como indicativo
del edema ocasionado (Jin LD et al. 2013). Los trabajos con animales knockout



nos indican que si bien el transporte osmotico de agua es dependiente de la
AQP1, esta no parece ser necesaria en la absorcién de agua isoosmolar desde
el espacio alveolar (Bai C et al. 1999). Del mismo modo, aunque la AQP5 pro-
porciona una ruta cuantitativamente importante para el movimiento osmoético
del agua dentro y fuera de los espacios aéreos, no parece facilitar la aparicion
de edema pulmonar de origen hidrostatico o el transporte activo de liquido
alveolar (Ma T et al. 2000). Song Y et al. (2000) usaron animales knockout de
las principales AQPs expresadas en el pulmén (AQPs 1, 4y 5) y los sometieron
a diferentes situaciones para evaluar la implicacion de estas en condiciones
“fisioldgicas” (pulmoén neonatal o instilacidon intratragueal de suero salino) y
de lesién pulmonar (aspiracién acida y administracion de tiourea) y no en-
contraron diferencias en ninguna de las situaciones en el contenido de agua
pulmonar medido por gravimetria en los ratones que carecian de AQPs (Song
Y et al. 2000); similares resultados obtuvo el mismo grupo de investigadores
posteriormente en un modelo de lesién pulmonar inducida por lipopolisacari-
do en ratones (Su X et al. 2004). En contraposicién a esto, en otras situaciones
patoldgicas que incluyen el VILI (Jiao G et al. 2002; Yue DM y Xue XD. 2006;
Wang F et al. 2010; Jin LD et al. 2013), cuando disminuye la expresién de AQPs
o bloqueamos su funcionamiento (Hales CA et al. 2001) se altera el trasiego
de agua reflejandose en un empeoramiento del edema pulmonar. Y de modo
inverso cuando facilitamos la expresion de AQPs se produce una mejoria en
el edema del pulmdn lesionado (Wu XM et al. 2009; Cao CS et al. 2010; Dong
C et al. 2012). En nuestro modelo de lesién pulmonar inducida por ventilacion
mecdnica observamos un descenso significativo en la expresion de AQP 1 que
se correlaciona significativamente con el volumen corriente empleado en la
ventilacion mecdnica (a mayor volumen corriente menor expresion de AQP 1
- ver figura 23 -). Este ultimo se correlaciona ademas de manera significativa
con la cantidad de edema pulmonar (R? = 0,526; p = 0,005) (figura 40). Aun-
que si parece existir una tendencia a la disminucion de la expresion de AQP 5
con respecto al valor del grupo control cuando se utilizan volimenes corriente
de 20 ml/kg, estas diferencias no resultaron significativas (figura 20). A la
vista de estos resultados, parece por tanto que la AQP 1 puede desempefar
un papel significativo en la aparicion del edema en el pulmdn lesionado por
ventilacion mecanica.
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En nuestro experimento, el grupo de animales ventilados a volumen corrien-
te de 7 ml/Kg no sufrié un aumento significativo del agua pulmonar representado por
el cociente PH/PS aunque si pudimos objetivar un descenso en la expresién de AQP1
en este grupo de animales estadisticamente significativo (p>0,05) con respecto al
valor del grupo control. Aunque la ausencia AQP1 no aumenta el contenido de agua
extravascular pulmonar cuando la ventilacidn se produce a volimenes corrientes ba-
jos o poco lesivos (10 ml/kg) (Song Y et al. 2000), una posible explicacién podria ser
que a pesar de encontrarse en menor cantidad en estos animales, las AQP1s6lo serian
importantes en respuesta a condiciones de estrés, como ocurriria cuando la presion
hidrostatica intersticial aumenta drasticamente debido a la ventilacién a volumenes
corriente elevados (Hales CA et al. 2001).

Uno de los mecanismos que contribuye a una disminucion de la expresion de
AQPs en es la presencia de mediadores inflamatorios como la interleucina 6 (IL-6) y el
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)) (Towne JE et al. 2001; Su X et al. 2004; Ya-
mamura Y et al. 2012; Ma T y Liu Z. 2013) los cuales se sabe aumentan en los pulmones



sometidos a ventilacion mecanica, incluso cuando se utilizan parametros ventilatorios
tedricamente seguros o no lesivos (Wolthuis EK et al. 2009; Jin LD et al. 2013). Por
otra parte, las fuerzas de cizallamiento son capaces de provocar, por un mecanismo
mediado por la activacion de el “transient receptor potential vanilloid” (TRPV) 4 vy el
“L-type voltage-gated calcium channel” (VGCC), una disminucién de la cantidad de
AQP-5 y de la permeabilidad epitelial de las células epiteliales bronquiales humanas
(Sidhaye VK et al. 2008). Esto podria explicar la disminucidon que observamos en la
expresion de los canales de agua en los animales sometidos a ventilacién mecanica.

Llama la atencion que a pesar de encontrar una disminucion en la expresion
proteica de AQP 1 en el pulmoén de las ratas ventiladas mecanicamente con volume-
nes corriente elevados, se produce un aumento de la cantidad de ARNm de la AQP
1, significativamente mayor en los animales ventilados a mayor volumen corriente.
Otros autores han comunicado hechos similares. Asi Tiwari y colaboradores (2014)
encontraron una disminucion significativa en la cantidad de ARNm de la AQP5 en cé-
lulas cancerigenas del ovario de la gallina aunque la cantidad de proteina medida por
western blot estaba aumentada (Tiwari A et al. 2014). Esta correlacidén negativa entre
la cantidad de ARNm vy la cantidad de proteina expresada podria deberse a la pre-
sencia de factores prostranscripcionales. En nuestro modelo, estos factores podrian
ejercer su efecto cuando se produce lesion pulmonar, no estando presentes cuando la
VM no produce lesién pulmonar, ya que esta correlacion negativa no hemos podido
objetivarla en el modelo de Ventilacion Pulmonar a Volumenes Corrientes No Lesivos.

Poniendo en conjunto estos resultados con los de la segunda parte de nues-
tro experimento, en el que se varid el tiempo de ventilacién mecanica, parece que el
hecho de someter a los animales a la VM aumenta la expresion de ARNm de las AQPs
1y 5, aungue su expresion proteica final varia en los diferentes escenarios planteados
en nuestros experimentos. Se produciria una disminucion de la expresion proteica
de la AQP1 cuando hay lesion pulmonar y un aumento de la expresion proteica de la
AQP5 cuando la VM no produce lesién pulmonar expresada como un aumento del
cociente entre el peso humedo y el peso seco pulmonar (Fabregat G et al. 2014).

En conclusion, hemos demostrado que la ventilacion mecanica a volumenes
corriente elevados (20 ml/Kg) produce edema pulmonar en ratas y que este edema
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se debe principalmente a un aumento de la permeabilidad pulmonar ya que los ni-
veles de albumina marcada con el colorante Azul de Evans fueron significativamente
mayores. El uso de una sustancia que es un conocido blogueante de la funcion de las
AQP 1y 5, el cloruro de mercurio (Preston GM et al. 1993; Raina S et al. 1995), provocd
un empeoramiento del edema aparecido en el contexto de el VILI. En todos los ani-
males sometidos a ventilacién mecanica se objetivd un descenso en la expresion de
AQP 1. Este descenso podria estar relacionado con la aparicion del edema en los ani-
males ventilados a volimenes corriente elevados (20 ml/Kg), siendo poco relevante
su papel en la ventilacion a volimenes corriente bajos (7 ml/Kg).

2. VENTILACION MECANICA PROLONGADA A VOLUMENES
CORRIENTE NO LESIVOS

Ya sabemos que la ventilaciéon mecdnica es capaz de inducir por ella mis-
ma lesion pulmonar aguda. En varios estudios, se ha demostrado que la ventilacion
mecanica usando volimenes corriente elevados o no usar presion positiva al final de
la espiracion (PEEP) puede conducir la aparicion de mediadores inflamatorios en el
pulmén por mecanismos de mecanotransduccion (Tremblay L et al. 1997; Bueno PC
et al. 2002; Uhlig S. 2002).

Los estudios clinicos muestran que el uso de volumenes corriente elevados
(mayores de 12 ml/kg) se asocia con un mal prondstico, y por el contrario, una “estra-
tegia de ventilacion de proteccion pulmonar” (bajos volimenes corrientes, menores
de 10 ml / kg) vy la optimizacién de la PEEP mejora el prondstico y reduce la lesién
causada por ventilacion mecanica (No authors listed. 2000). Pero...éel uso de estas
estrategias previene o evita la aparicion de lesion pulmonar?.

De modo interesante, diferentes trabajos en animales y humanos han puesto
de manifiesto que incluso la ventilacidon con volimenes corrientes bajos es capaz de
ocasionar la aparicion de un patrén de respuesta inflamatoria pulmonar similar al que
se encuentra en pacientes que han desarrollado VILI. Cobelens PM y colaboradores
(2009) utilizaron un modelo de isquemia-reperfusion pulmonar en ratas Sprague-
Dawley; tanto las ratas sometidas a isquemia como el grupo control (que recibié una



cirugia placebo) fueron sometidos a ventilacion mecanica con presiones bajas (12
c¢mH,0 y 4 cmH,O de PEEP) durante 4 horas. Observaron que el grupo placebo con
ventilacion mecanica a bajas presiones sufrid un aumento claro de la actividad de la
mieloperoxidasa, y aumentos de la expresion de la proteina inflamatoria de macro-
fagos-2 (MIP-2), de la interleucina-6 (IL-6), y de la caspasa-3 (como indicador de
apoptosis celular) en comparacion con los animales control no ventilados (Cobelens
PM et al. 2009). En humanos, Plotz et al. (2002) informaron sobre cambios proinfla-
matorios moderados en el aspirado traqueal y la sangre de nifios con pulmones sanos
que fueron ventilados durante 2 horas para cirugia cardiaca (Plotz FB et al. 2002).
En consonancia con este hallazgo, Caruso y colaboradores (2003) demostraron en
ratas Wistar que la ventilacién mecanica con volumen corriente de 6 ml/Kg induce
una respuesta proinflamatoria y profibrogenica en el pulmén (Caruso P et al. 2003).
Del mismo modo Wolthuis y sus colaboradores (2009) obtuvieron resultados simi-
lares en ratones ventilados mecédnicamente a 7,5 ml/Kg durante 5 horas; objetivaron
aumentos significativos de IL-6 y TNFa entre otras sustancias asi como aumentos en
la cantidad de agua pulmonar significativos con respecto a los controles incluso con
volumenes corrientes bajos, aunque esto soélo ocurrié en una de las especies de ratén
estudiadas, no objetivandose en la otra (Wolthuis EK et al. 2009). Resultados simila-
res han sido también comunicados por Vanaker et al. (2007) sobre ratones ventilados
a 8 ml/Kg durante 4 horas y encontraron un aumento de IL-1a, IL-18, TNFB, IL-6, IL-
10 y quimiocinas en homogeneizado de tejido pulmonar cuando lo compararon con
los animales sin ventilar (Vanaker M et al. 2007). Estas concentraciones de citocinas
aumentaron con la duracién de la ventilaciéon mecanica. Encontraron también un au-
mento de la cantidad de agua pulmonar significativamente elevada con respecto a
los controles a las 4 horas de iniciada la ventilacidn mecdnica. Parece pues que no
solo la estrategia de ventilacion usada sino también el tiempo de ventilacién pueden
estar implicados en la aparicion de lesidn aguda, apareciendo efectos deletéreos si-
milares a los encontrados en el VILI con pardmetros de volumen corriente bajos pero
mantenidos en el tiempo (Hegeman MA et al. 2013). En contraposicion a lo anterior,
Altemeier WA et al. (2005) demostraron que la ventilacidon mecanica con volimenes
corrientes de 10 ml / kg durante seis horas no causaba aumento significativo de la
expresion de citocinas (Altemeier WA et al. 2005). En este trabajo, las citocinas se
midieron en el liquido procedente del lavado broncoalveolar, difiriendo con respecto a
otros (Vanaker M et al. 2007; Wolthuis EK et al. 2009) donde las citocinas se midieron
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en un homogenado de pulmén. Una posible explicacion es que las citocinas, tal vez
estaban todavia en el sub-epitelio y no habian migrado al espacio alveolar, por lo que
no pudieron medirse en el liquido del lavado. De modo similar Wrigge et al. (2000)
no encontraron aumento de citocinas ni mediadores en pacientes previamente sanos
sometidos a ventilacidon mecanica después de una hora de exposicion, incluso con
volimenes corriente de 15 ml/Kg (Wrigge H et al. 2000). Como criticas se puede
argumentar que el tiempo de exposicion posiblemente sea demasiado corto en este
caso y que las citocinas se detectaron en sangre y no en pulmon. No podemos afirmar
con los resultados obtenidos en nuestros animales que la ventilacion mecanica con
pardmetros poco lesivos produzca lesidon pulmonar aguda y como consecuencia de
ello una alteraciéon de la permeabilidad pulmonar y un aumento del agua pulmonar
cuando esta es mantenida durante 4 horas, puesto que los resultados no son es-
tadisticamente significativos aunque si que puede observarse una tendencia en los
resultados, especialmente en la cantidad de agua pulmonar. Aunque no hemos hecho
mediciones de mediadores inflamatorios en el pulmdn, a tenor de los resultados pu-
blicados en otros grupos, parece probable que estos estén presentes en la ventilacion
mecanica incluso con presiones o volumenes corriente bajos, aunque la relevancia
clinica de este hecho puede ser variable dependiendo de las circunstancias, pudiendo
comportarse como adyuvantes o potenciadores en la aparicion de lesion pulmonar
sobre todo en presencia de otras agresiones (Altemeier WA et al. 2005).

La anestesia general y la posicidon en decubito supino se sabe que son capa-
ces de ocasionar atelectasias pulmonares de predominio en las zonas declives (He-
denstierna G et al. 1989). Estas darian al pulmén un aspecto heterogéneo en el que
coexistirian zonas de atelectasia con zonas aireadas e incluso sobredistendidas y sus
correspondientes zonas de transicion inestables que como sabemos pueden contri-
buir al biotrauma generado con la ventilacion mecanica (Dreyfuss D. 1998). Ademas el
uso de volumenes corriente bajos sin presion positiva al final de la espiracion (PEEP)
puede promover la aparicion y mantenimiento de las atelectasias que se forman en
los pacientes bajo anestesia general y con relajacion muscular (Wolthuis EK et al.
2009). Ademas se ha demostrado que el reclutamiento periddico con insuflaciones
profundas relativamente frecuentes durante la ventilaciéon con voliumenes corrientes
bajos puede mejorar la oxigenacion, la ventilacion y la mecdanica pulmonar sin eviden-
ciarse lesion pulmonar en ratones sometidos a ventilacion mecdnica durante horas



(Allen GB et al. 2006). Por lo tanto, estos hechos explicarian el empeoramiento ob-
servado en la oxigenacion de nuestros animales a medida que aumenta el tiempo de
exposicion a la ventilaciéon mecanica con volumenes corriente no elevados y sin PEEP;
en cierto modo nuestros animales es probable que, aunque sometidos a unos para-
metros tedricamente no lesivos, hayan desarrollado atelectasias en zonas declives y
estas puedan ocasionar diferentes grados de atelectrauma que explicarian el dete-
rioro en la oxigenacion observado (ver tabla 8), -- aunque este no resultd ser esta-
disticamente significativo --, asi como el descenso en los pardmetros de compliancia
pulmonar y el aumento de los valores de presién inspiratoria pico observados con la
exposicion a la ventilacion mecanica (ver figuras 27 y 28). Estos Ultimos pardmetros
presentaron ademas una correlacion lineal con una fuerte asociaciéon marcada por
un coeficiente de determinacién R? de 0,98 en el Grupo 4H de animales ventilados
durante 4 horas (figura 471).
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Figura 41. Gréfico de dispersion y linea de tendencia de la variacién de la compliancia pulmonar en relacién con la presion
inspiratoria pico en los animales pertenecientes al Grupo 4H (ventilados durante 4 horas).

Aunque es bien sabido que los parametros acido-base son indicadores fia-
bles del estado general de los animales, estos pardmetros no han sido o lo han sido
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s6lo parcialmente, evaluados en modelos murinos de ventilacidon mecanica (Tremblay
L et al. 1997; Belperio JA et al. 2002; Altemeier WA et al. 2005; Cobelens PM et al.
2009). En nuestro modelo los animales ventilados pertenecientes a los Grupos 2H y
4H sufrieron una tendencia a la acidosis de componente mixto, aunque estos hallaz-
gos no adquirieron significacion estadistica. Es posible que debido a la formacién
de atelectasias y el aumento de las presiones la ventilacion fuese cada vez menos
efectiva, lo que explicaria el ascenso (aunque no significativo) de los parametros de
pCO,. El componente metabdlico de la acidosis puede tener varios origenes. La aci-
dosis metabdlica en los ratones puede ser inducida por administracion de solucién
salina (Zuurbier CJ et al. 2002, Wolthuis EK et al. 2009), que en nuestros animales se
utilizé en la mezcla de mantenimiento, aunque en dosis muy bajas. Sin embargo, no
se puede excluir totalmente que la acidosis metabdlica no fuera causada por alguna
deficiencia hemodindmica a pesar de que la presion arterial media durante las cuatro
horas (como maximo) de ventilacion mecanica se mantuvo siempre por encima de
los 80 mmHg, aunque se pudo apreciar un descenso significativo de este valor con
respecto al valor basal a partir de aproximadamente el minuto 75 en ambos grupos,
probablemente en relacion a una deficiente reposicion de las pérdidas mas que a un
posible déficit de retorno venoso y bajo gasto secundario a la inversion de las presio-
nes tordacicas en la ventilacion mecanica a presion positiva (Schwarte LA et al. 2000).
Algo similar ocurre en los datos de frecuencia cardiaca que mostraron una disminu-
ciéon a lo largo del tiempo significativo a partir de los 120 minutos de experimento,
aungue siempre manteniéndose dentro del rango considerado fisiolégico en ratas
(Papadimitriou D et al. 2008).

Hasta donde sabemos no ha habido ningin grupo de investigadores que
estudiase la expresion de las AQPs 1y 5 en un ratas sometidas a ventilacion mecanica;
s6lo hemos encontrado un grupo de investigadores que estudio la expresion de AQP 1
en ratas sometidas a ventilacion mecanica. Jin LD et al. (2013) usando ratas ventiladas
mecdanicamente a volimenes de 8 ml/Kg y 40 ml/Kg durante cuatro horas observa-
ron que se producia una disminucién de la expresion de AQP 1 en el grupo ventilado
a volumenes corriente elevados (Jin LD et al. 2013); estos investigadores proponen un
mecanismo secundario a la producciéon de mediadores inflamatorios (interleucinas)
durante la ventilaciéon mecanica ya que consiguieron mitigar esta disminucion con la
administraciéon de un inhibidor de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). De manera paralela



objetivaron un aumento la cantidad de agua pulmonar en los animales con volumen
corriente elevado significativamente mayor que aquellos ventilados con volimenes
corrientes bajos y una disminucién de este valor al tratar a los animales con la sustan-
cia inhibidora de la COX-2. Schmalstieg FC y colaboradores (2001) desarrollaron un
modelo animal de lesién pulmonar por inhalacion de humo en ovejas, provocando en
ellas un SDRA. Sometieron después a los animales a ventilacion mecanica y los divi-
dieron en dos grupos en funcion de si llevaban o no un dispositivo arterio-venoso ex-
terno de eliminacion de CO,. Aunque no encontraron diferencias entre la cantidad de
AQP 1 medida por western blot entre ambos grupos de animales si que encontraron
un aumento del ARNm de AQP1 en el grupo sometido exclusivamente a ventilacion
en comparacion con el que llevaba el depurador de CO, extracorpdreo (Schmalstieg
FC et al. 2001). El inconveniente de estos trabajos es que no existe un grupo control
de animales no ventilados para poder objetivar que ocurre con la expresion de AQPs
como consecuencia de someter a los animales a la ventilacion mecanica. En nuestro
experimento hemos encontrado un aumento de la expresion de AQP5 que se hace
mas significativo a mayor tiempo de exposicion a la ventilaciéon mecanica y de manera
similar un aumento del ARNm de AQP5 también mayor en el Grupo 4H con respecto a
los animales no ventilados; este aumento no se ha acompafiado de variaciones signi-
ficativas en la cantidad de agua pulmonar ni en la permeabilidad microvascular. Estos
parametros contrastan también con los resultados obtenidos en la primera parte del
experimento. En ella, se objetivd una disminucion de la expresion de AQP 1, mayor a
mayor volumen corriente, aunque la expresion de ARNm de la AQP 1 aumentd signifi-
cativamente, al igual que ocurre en la segunda parte del experimento, donde se varid
el tiempo de exposicion a la VM. Como ya se comentd con anterioridad, parece que el
hecho de someter a los animales a la VM aumenta la cantidad de ARNm las AQPs 1y
5, aungue su expresion proteica final varia en los diferentes escenarios planteados en
nuestros experimentos. Asi en los animales en los que se pretendié realizar una lesion
pulmonar inducida por VM, se objetivé una disminucién de la expresién proteica de la
AQP1 (sin cambios significativos en la de AQPS5); por el contrario en los animales en
los que se prolongd el tiempo de VM se objetivé un aumento en la expresion de AQP
5, significativamente mayor a mayor tiempo de VM (sin cambios en la expresion de
AQP1) (Fabregat G et al. 2014).

Diferentes factores han demostrado modular la cantidad de aguaporinas,
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encontrandose disminuidas en diferentes situaciones patoldgicas para el pulmon que
cursan con aumento del agua pulmonar y edema (Jiao G et al. 2002; Yue DM y Xue
XD. 2006; Wang F et al. 2010). Ademas el hecho de que mejoren los parametros de
lesion pulmonar al inducir su expresion les atribuye un mecanismo protector a las
AQPs en la aparicion y desarrollo del edema pulmonar (Wu XM et al. 2009; Cao CS et
al. 2010; Dong C et al. 2012), aunque algunos estudios con animales modificados ge-
néticamente cuestionan un posible papel relevante de las AQPs en la reabsorcion del
agua alveolar, pero si demuestran la importancia de estos canales en la permeabilidad
pulmonar (Bai C et al. 1999; Ma T et al. 2000; Song Y et al. 2000). En nuestros ani-
males no objetivamos cambios significativos en el agua pulmonar o la permeabilidad
microvascular pulmonar a pesar del aumento de aquaporinas. Esto podria explicarse
porque las AQPs, segun algunos autores, sélo funcionan en situaciones de estrés (Ha-
les CA et al. 2001). Aunque mas trabajos seran necesarios para determinar el verda-
dero papel que desempefan las AQPs 1y 5 en la ventilacién mecanica.

En conclusion, en nuestro modelo de ventilaciéon mecdnica prolongada, el
uso de volumenes corrientes de 10 ml/Kg durante 4 horas no desarrolld lesion pulmo-
nar puesta de manifiesto por aumento del contenido de agua pulmonar ni alteracion
de la permeabilidad microvascular, que como es sabido, es uno de los principales me-
canismos implicados en la lesién pulmonar inducida por ventilacién mecanica. Ade-
mas hemos objetivado un aumento de la expresion de AQP 5 y de su ARNm, tanto
mayor cuanto mayor es el tiempo de exposicién a la ventilacion mecdnica, aunque
seran necesarios posteriores trabajos para clarificar si verdaderamente estas protei-
nas canal juegan un papel en los pulmones sometidos a ventilacién mecanica en di-
ferentes condiciones.









CONCLUSIONES

La ventilacion mecanica a voltimenes corriente elevados (20 mi/Kg) pro-
dujo edema pulmonar y este edema se debe principalmente a un aumento
de la permeabilidad pulmonar.

El uso de cloruro de mercurio, una sustancia que es bloqueante especifi-
co de la funcion de las aquaporinas 1y 5, produjo un empeoramiento del
edema pulmonar.

En los animales con ventilacién mecdanica a volimenes corriente eleva-
dos (20 ml/Kg) se objetivé un gran descenso en la expresién de aquapo-
rina 1. Este se acompaiié de un aumento en la cantidad de RNAm de las
aquaporinas 1y 5, siendo menos relevantes los cambios observados en
la ventilacion a voltimenes corriente bajos (7 ml/Kg).

Nuestro modelo de ventilacion mecanica prolongada (10 ml/Kg durante 4
horas) no aumenté el contenido de agua pulmonar por una alteracién de
la permeabilidad microvascular.

En estos animales hemos objetivado un aumento en la expresion de la

aquaporina 5 y de su ARNm, tanto mayor cuanto mayor es el tiempo de
exposicion a la ventilacion mecanica.
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Abstract

Backpround and Goskx Machanical vanilistion (MY} oan Inducs or woresn
pumonary oadama. Acquaporine (AGPs) faclliste the salactiva and apid bi-
dimctional movemant of water. Thelr rola In ha developmant and nsaniution of
pumonany oadema s coriroversial. Our objectives am to determins I prolongsd
MY causss lung cedema and changes In ha spression of AQP 1 and AQP EIn
aba,

Methads 25 male Wistar rein were subjected to MY with a Idal volume of 10 mi}
kg. during 2 houre (=12} and 4 hours (p=13). Dregrea of cacama wae compand
with a goup of nen-vanliaied e (=5} Tha sxpmaslon of AQF 1 and AQF &
ware detammined by wsatam [mmuncbioting. maseuring the amaount of mRRA
{previously ampified by RT-RGR} and immunchistochamical ataining of AGPs 1
and & in lung samples from all groupe.

Resufte: Lung osdema and alveo|ar-oapllary membrans pemmeablity dd not
changa during MV. AQP-5 simady sinte lssele In the westem biot wem Incrssesd
p=001}at 2 b and 4 hof M. But In AQP-1 sopreselon thees cdifisrenoms wers not
fund. Howsveg, ha amount of mRNA for AQP-1 was Incraassd ot 2 hand 4 hof
MC and fior AQF & at 4 h of MY, Thess (ncings wam comebomted by
mprasnbathve mmunchistochemical ung samplse.

Conchirsboan: I unge Mmm rate ventl atsd with & low toal volumes the sxpression of
AQP & Increasss gradually with MY dumdon, Dut doss ot causs pulmoney
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oadema or changss In ung parmsabllly. AQFs may hava a pmbacthe sffisct
againet tha cadema Inducad by MV.

Introduciion

Mechenioal venfivtion (M) beabeen med 1n critkol care poflents for decades. In
spite of 1m [He-seving potentiel, It bws several shortcomings. A nomber of
experimentl stisdles bewe shown thet mechwnionl ventilotion mey result In the
oppentence of iInflamnwtory medistor In the lung [1] wnd mibsequenty In
oedeme. [2] Ventlntor Induced Lung Injury {VILI) covses mmco end micro-
sopk vipeciic chengeald] similer to those found In petlenn whth Ace
Beapirstory Distrem Srndrome (ABDS). As It heppem with ARDS, YILI &
beskally the resvlt of Imporrent chenges In the permesbility of the sivecler-
coplllery menibrene. [4] The potentil of medwnicel ventlofion for triggering or
‘womsening polonery dsnusges bes been shown 1n enimal models where the
spplication of non-physiologhonl ventiwtory peremeters {mostty very high tidel
wolumes) sggreveted the conditlon of enimels wht o previovaly Injured lung [51,
ond even camed en Injory 1n those without o previow polmonery pethology. [2]
The use of Low tidel wolvones bes proved to be o betier spproach In ARDS petients,
survivel belng Iproved In strategles besed on I vaege. [5-5] Intereningty, recent
experimentsl end ciinkcal work bes demonstreted thet MV whh Low fidel wivme
con 1nduce simdler polmonery chonges 10 those notkced for VILI [2-11] end thet
1ts eppesrance may be relotad 10 MY expoaure dme, [12]

Aqueporins ere o famlly of snwll repsmenbrene prowlo thet bhelp weer to
mktu&ﬁyuﬂﬂdﬁcﬁnﬂywblﬂu{m[ﬁm 13
different types beve teen Mentifled In memnols, [15] from wikh the lung 19
known % express four: AQP-1, In the pulmooery caplllery endothellum
{eapeciully elveolar), wnd the viscerl plegre: AQF-3, In the trachenl ephtbeliun
A4, In the trachesl end bronciiel epithefion end AQP-5, on type 1
poeumocyte cells of he siveoll, on e membrene adjoining 1o the siveoler [umen,
mmmnmmmmmmwommmmm
W contnyveny, sibodgh i doed seem 1o ploy o peri o VILL [15]

mmmdbvdﬁ'ﬁmﬂlhlawmmodmﬂyhhhﬂddﬂm
{10 mi/Fg) svsteined ower dme revolm in lung Injury, subsequenty ltering
polmonery weler content end microvescoler permenbiiity, a9 cbserved In VILL
end 10 objectivize whet beppens with AQP 1 wnd 5 expression, both types nwinly
towtved 1n the formwtion of lung cedeme, under the some ventistion condifians.
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Material and Methodte
1. Ethice etalement

The project woa corried oot efier epprovel fom the Bl Commites for Antmel
Experimentetion snd Wellbelng of the Besesrch Foundetlon of Valence's
Hoaphel Clinko Undversherio.

2, Animal model and monlioring
A towl of 90 rats were snoesthetised by Intreperitonesl injection of ketemine
9% mgfkg end xylezine 5 mgflg 5 row (grovp C or contmols) were sacrified by
Intrevencos Injection of 100 mgEg thiopentel The rest of the wndnmls {n=25)
were performed o sugicsl tracheostomy, maing o tedon cenmube (Surdo, 16G).
Bata were rendomly ellocated Into two groups. 12 rets were ventioed for 2 houm
{grovp 2H) with o Harverd Bodent Ventlstor, model 583 (Harvend Apperetn)
‘whh o tidel wolume of 10 nlflg ond o raplreiory e of 90 brestb minute, 19
rots were ventisted whh exsctly he same peremetens for 4 houm (group $H). The
cervionl vesculer bundle wes dissected, end the right Interoel jugoler vein end the
right cerotid ertery were cotheterzed % contlnsomly montor beert rete {HR)
and mesn srtesdol pressure {(MAF), Pesk Inaplretory pressure snd resplratory
systam compllence were confinvomsly reconded,

Amerbhesls wos neinwined by continoom Intrevenoms Infiwlon of ketemine
and chtmcariom oaing dosk of 100 megFgimin end 23 mogBgimin,
respectively (20 mi of ketemine 5%, 10 mi of dsetrecurium 0,2% end 26 ml of
seline solvflon (9% ot o rete of sppmdmetety 0,1 b In the Interpel Joguler
veln). Ansythesis wes sopplementad, In cssen In which It wes Decessary, by
adminitretion of en Intreveno bolow of Gl mi of the mixtore, Gesometrk:
somples were token in oll enimel 1o grovps ZH end 4H o1 the beginning of MY
and 30 miniies before the end of MY,

Bok were socrificed by Intrevenom injection of sodium thiopentl. The left
L whe e d for the derermimetion of Lung weier content. The right Lung of 5 ron
from groups 2H wnd 4H wes meed for derermining AQF 1 and AQF 5 expression.
Lungs were ehber frozen In Bquld nhtrogen or penffin-embedded for
Immunobistochenical sectioning end mesking, 2 rat in gmop C end 4 rel from.
grovps 2H wnd 4H were wsed 1 etobilsh pulmonsry mecrovescolsr permestiity.

3. Measuring lung cedema

Lungs were drled whh fiter peper and placed on o Fetr] dish whh known weght
1 obiein Lung wet welght {LWW). They were then placed in o drying dwmber ot
90 for 96 bours end their dry weight {LITW) wes determined.

Two Indlkcetors of the smount of cedenw were obrislned: Lung WW/TTW refio
and the proportion of pulmonery weter, expressed 1n percentoges (% g The
Lotrer paremeter wos extineted ualng this formule: % o, ™= (CWW - LDW)/
Lww * 100
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4. Measuring microvasecular permeabllity

Micrwescoler permestility wes quentified wing Brens Bloe Dye. 3.5 ml Brons
Blue wes injected intrevenooaly (30 mgEg) 30 minutes before sacrificing the
enimel Bam were sacrificed br evsnguinetion from the camotdd erery, bt seline
‘wos simuiteneovely infised v the Joguier van in the same smount ee thet of the
Hlood extrected.

After desthy, the sight lung wes sepersted end Immersed In formemide (5 mi)
end bomogenised for 2 min. The resoling sospension wes Incobeted ot 37 C/18 b
ond then centrifuged ot S000RE/A0 mimrtes, and the supermotont wes messured.
Concentitlon of Brans Blue In the supernamnt wes spectrophotometsioally
derrmined,

5. Study of aquaporin expreseion

N T a—
1 e .

Protelns were extractad from previously frozen lungs. A Compertmentel Prokin
Brrsction Eit (Chemion Intenstionsl, Temeculs CA) wes usad, 200400 mg
flospe wes bomogendsed In cold buffer C {1 ml/g thwoe) end Titre Turrex (KA,
Stevfen, Germeny). Two proteln fiuctions were obtained for each sample:
cyioplesm end membrene, snd they were quentified. Protelos In ewch fnction
{100 mg) were saparaely run on o Tris- HCUSDS gel, 9% acrylemide, end they
‘were trepsferred onto o nitmocdlvloss membrene {Hybond-BCL, Amershem),
Afer weshing the menbrone with distlled water, It wes blodked with o FBS/
Tween solutlon, 0296, with 5% skimmed milk It wes then Incobeted whh the
primery sntibody dusing 2 hour et room tempersture, The sntitodle meed were
Anth-Bat AQR] {Alpbw Disgnostk, Sen Anwondo, TE) end Antl- Bt AQPS {Alphe
Diegnostk, Sen Antondo, TX), both whh » 2 mgml concentretion, Afwer seversl
‘woshen with FBS/Tween (.29%, It wes Incobeted with the secondery sntibody Antl-
Babblt Ig5 (DAKQ, Glostrop, Dennwrk) in 1:2000 divton. f-actin expresion
‘woa detecred e on Interpel contmol, end mletive pmteln content we analysed
wing the enbwenced dhemoluminiacence method.

0.2 Recl-time polymaross chaln reaciion with revrss toascripioes

Lungs wete ¢t with o mkrotome, three sectlons belng cbiined for ench smple
for totel BMA extraction with TRIATJL (Besgent InvitrogenTM Life Technologles)
o In the pbenol extmction metod described by Chomeyoky. [19]
Micmsectons were added 1 ml TRIZOL wnd bomogenized (Folytron PT 1200,
Flnemetios AG) end centrifoged ot 10000 rpmf 10 min ot 4°C. The supermeiont
‘wo removed end ANA wes precipiteted by wdding 0.1 wolumes of sodiom acetate
3 M, 2.5 wolumes cold ethenol end 0.5 il ghycogen (20 mg/mD. BNA wes
centrifoged egedn, vir-dried end resvapended 1n 20 pl TEWBDTA buffer. BNA we
reversely transcribad 1o <DMNA with Superscript II (Invltrogen), by Incubetlon
whh revere tropaciptese ot S3C for 90 min, Sollowed by smplificstion with
cosom primers {lnvitrogen), summerised in Teble 1. 35 empiificetion cndes were
completed, whh densturellzetion ot 95°C (30 sec), bybeidizetion (30 sex)
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Tishih L RT-PCR Plliahd debel] LwNietol Sl Iifiiol rsy itinaliiing

L o TCTEEAGECTETEETEEET AACTGAGTTCTCGA GO GEGE 60

AOPS TEEETCTTCTEEETAGEECCTATTGT GLCGECTITEECACTTGAGATACT a0

fi-hlin ATCATETTTGAGACCTTCAMC A CATCTCTTECTCGAMGTC A 56
SR PATUmal pona 1 W24 TR0

(temperstures on Teble 1) end extensicn of 72°C (1 min). Following emplifice-
flon, RT-PCR. produch were sepamsied In egaross ges ot 19% end bends were
viewed by ethidiom tromide meining. end quentified by tend demity sconning
ming Sclon [nwge (Bete 402, Sdon Corporetion). Besults were expressed In
relotion to the lewel of Pacin mBNA 1n the some BMNA semples.

5.3 Imenumohletoch smicel study

Sections (& pm thicimens) from the pemifin-embedded ivngs were obieined wit
the mirowme, After the sectlon were dewsxed snd bndrated, wunclowe
pretrestment {10 min, 121 'C) for AQF1 end AQES entigen retriorel ws
performed and the sections were Incobwied In 1% H202 for 3¢ min ot mom
fempenstore 1o block endogenous peroxidese activity. After balng washed 1n FBS,
the sections were hen prancobeted whh goet serom wibomin for 3¢ min et 37°C,
snd subsequently Incubeed with the prinwry entibodies sgeinst AP {1:500)
and AQPS (1:900) for 10 b et 4'C. Then, the sectlons were washed with FBS end
steined with Rotin-ebelled goot entl-rebbdt Ig5 for 3¢ min ot 37'C. Intervening
‘weshes 1n FBS ageln were followsd by Incubwilon whh Homemdlsh enzyme
[eblled straptevidin workdng solufion for 50 min st 37°C. The sactlons were
washed 1o FBS before applkation of demincbenzidine (DAB), then were
movnted under comerallp end wnelyzed under Gght microscope.

&, Statietical analyele

Beaults were expressed o mesn + standand deviation (500). To compare merolts
betwesan groops, the non-peremetrk: Kroskall-Weallls end Menn-Whitney tesh
were psed. For the apelyshs of dew whttidn each Individoal groop, the Willconmn.

test wad eppled. Begresslon enetyses for the smovat of equeporins vnd mBMNA
and determinetlon coefficlents (B} were performead. Velues of p<0.05 were
essumed to be stafistically significent in ol coses,

Redulta
1. Pulmonary cedema

Mo significent differences were found between the three groops for the wet
welght-dry welght retlo (group C: 472 10,04 . group 2H: 4901 G639 va. groop
4H: 5.29 1 0.79) or the percentege of polmonery weter {groop & 7921 Q16 vs.
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g 1. FUSRORITY Wt GONRNE Ote, A, Tha hir shirt shosss Bha rals oF Rngniahssighiely usight
iy [WMHTW). I Ganphis repestnin Ben of pulsnsnery isaiee sceriend [Kepgey). Ermr bans mprasent sheris sl
lewol Bt Canp - = Conndend mi: Group - = Feals veniliakve wilh 0 sliCe Baial wolirwvinr Z houm: Gaoup
AH = Rl veniiabval wilh T by Reinl volume for 4 hours.

D T oummid Joeh D81 24T 000

goup 2H: 79.52 1 1.91 v grovp 4H: 90,55 12,50, thoogh en incressing trend
wa noticed for both paremetera {Fig. 1)

2. Yentliatory mechanikce and hemodynamic parameieres
Peok oaplretory pressure (FIP) progressivdy rose In both groops (groop 2H end
group 4H), higher valves being found 90 minimes sfter the stert of the experiment
n groop 2H end et minute 50 In group 4H (Fig. 2). No differences were found In
the cut-off polom of the two groups.

Folmonery complience wes reduced graduvally in both grovps, with significance
In respect of the Inttiel vlve w from mimste 3¢ for gmup 2H snd mingte 50 In
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T el poma | 247 00

grovp 4H {Fig. 94), Mo differences were fovnd between the gmops 1n none of the
cut-off polom. This decresse In compliance correlwed whth the pesk pressure rhse,
wih vn BZ welne of 0,98, p< 01 (Fig 35).

Bahk Inboth grovps were bemodyoemically sisble. Mo differences were found in
mewn orterlel pressore (grovp 2H: 97.95 mmHg +27.75 . gowp 4H:
104.59 mmHg 1 27.54), snd the seme spplies %o everage henrt rate volves {grovp
2H: 34129 bpm 18579 w. grovp 4H: 306,52 bpm £78.11). Mesn artesiol
pressure {MAF) dropped 1n grovp ZH pmogressively compered 1 the buseline s
from minoe 63, bt s slso beppened In groop 4H w from minoe 45, Heart
mte olso decresad ofter 120 mimrtes {Fig. 4.
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3. Gaeometric parametera

Gesometrk resvln for groops 2H end 4H ere sumnwrised In Teble 2. No
differences were found for pH, pCOxs ABB snd [aciete vlves within the study
goups, ond differences between the two groups were not found ehber. Bit o
fendency towends mixed wcidoshs In redetion to durstion of MV wes obaerved.
Oxypeoetion presented o tendency 10 pOy and pOYFI), milo reduction two
bours efter MV In gmup 2H, whih wes siginly more nwsiced in group 4H sfier
4 bours,
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4. Microvaecular permeabllity

A significant Incresse In microwwculer permestility wes not found. Bwm
Blus sbsotbence on long fissve wes o follows: 1508 ngmg 1245 1n
grovp C: 2596 ngimg 19.90 1o gmup 2H end 2099 ngimg 1220 1n
grovp 4H.
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Tahls & Porkaile o anberinl birwdl g bkl In Gty 2H verillaiesl 2 hatim, ‘0 SbAGH) Sl (Gt 4H fornillaie 7 4 houm, ‘0 mbAGeL

[ | roup 22 haurs) Group 4H (4 hours)
pH 7.25 20,05 722007 7302005 722007
pcoz 4786:+356 ST +18.04 47332851 52842773
ABE —396:2 @ —B70+1,61* —370£272 —6268:4,20
Lag 20082 1293088 1794074 1914124
pO2 9330 £17.72 91,58 + 1656 9728 +15.78 AR08 +24 27
pO2/Fio2 44458 3 B4 82 438R6TA1T AE2TA: T4 38522311530

Vakie L ¥

" phDE b e b baasins

oL, TPL o WA T2

5. Expreeslon of aquaporine 1 and &

AQE 1 mendy mote Levels meassured by Western blot In menibrene end grroplesm
did pot show stetlstically significant diflerences In relotlon to duretion of MV
(Bl 5 end 5).

AQE-5 steady steie Level In cyroplesm snd menibranes was significently greser
in both gmops (2H wnd SH) v the controls. Besides, AQP-5 expression on
cyioplesm snd membranes was grester in grovp 4H then In grovp 2H {p=0027
ond p=0,09%, reapectivdy) (Fia 5 end 7). Toberier cheraciesize these difierences
In the expression of AQF 5, o regression wnelysh of both verdsbles wes conducted,
which provided » coefficlent of determinetion R?=0.90 (p=0.08) snd RZ=0.90
{p=0.001) (Fig. 9).

RT-PCR. resulrs show o significent ncresse 1n the smount of mANA for AQP-1
in groops 2H end 4H compurad %o grovp C. For AQF 5, wn Increse wes found in
e smount of mBAMNA In grovp 4H compered 10 group C (Flg. 9). The regression
entynh of the smovnt of MBMA showed very simificant determinetion
codficlents for siveolar AQF 5 and AQF 1 in reletion o dumtlon of MV (B?
AQP-E=071 (p<O00l) end B2 AQP-1m=0.68 {p<i001).

Imoonohiochemicnl lung preperefions of AQP-5 show the membranes of
trpe 1 poeumocytes deflmiting the abweoler network. The Imenahy of the stelning
Incresses whh doretion of MV (Flg. 10). ACQF 1 semples show the network of the
atveoler coplliaries, wa AQP-1 3 found In endotheliol cells end red blood cells burt
not1n the pneomocytes covering the sivesie, In this cose, Imege snelyshs does not
show on Incresse In dye Inemlty In redetion 1 MY dme (Fig 11).

Dlascusalon

MV whh high tddel wolumes or withowt posltive end-explretory pressure {FERF)
oy lead 10 the sppesrance of Indemmeory medlotors In the lung vis
mechwnotremsduction. [1,20,21] MY wit fidel volumes ower 12 mlikg 1s
emsocleted with o bed prognosts, while "lung-protective ventition” with Low tdel

PLOS (NE | DDA Woumal pons DYWNT  Deownber §, 2614 10/



@PLOS SRE Espmssaln, of AQP 1 ard 5 suiing Msshandss] Ve en

250,00
200,00 ] T

150,00 ' = AQP 1l
AOP 1 mib,
AQF 5 oyt
AQP & mi.

100,00

‘Western Blol densitomedry

50,00

.00
Giroiap C Group 2H Groip 4H

Mg ¥ mmm“m“mu‘wmnmup

1k = Bauaperin 4, syinecds; AP 1 mh = 1 MIPE gt =
AP B Wb = Auapedin, B, WeETA * [ <TIDE In S iy VL o GHAP o P =TIDE In Sl by

el of Gap 2H
AT ot 1 47 005

wolome {under 10 wl/ig) end FREF optimietion meduces ventestion Indoced
Injurles. [7]

Howewer, ventibtion with low tidel volomes mey rerolt 1n the sppestance of en
Inflsmanevtory response petiern In the long In rew ventlsted whth Low pressones
{12 coaH ) wnd 4 cH O FREP dusing 4 hours, Incressed activity of
myeloperoxd dese

trachenl wapirates end blood of chlldren whh beslthy longs ventlated for 2 bours
for beart surgery. [22] Licewlse, 6 mUEg tidal wolume MY 1n Wister rets bed been
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reportad 1o Induce o pmindemowtory snd proflbmgenk: respomse In the lung.
[29] And In medwnially ventilsted mice ot 7.5 ml/Eg for 5 houm, fsing lewels of
IL-5 TNE-a snd lung weter were found, [11] Conwersely, some trisls bhove
demonatreted MY whiy ddel volumes of 16 mldg during & bour Dot 1 cause s
Incremse In cyiokine expression. [24] Simllerdy, no Incresses In cyiokines or
mediwtors were found In previousty beslthy petlenn undergoing MY after one
bour of expoure, even with fidel volumes of 15 mUEg [25]

Beaed on our reaplts, we 81 © confirm twt MY whh scorcely Indurious
peremeters during 4 bours coimed ecite lung denege of chenges In pulmonery
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permentrlity with en incresse In lung weter, A mild trend wes obsermed In our
experimenm, bowerer. Although levels were not mewsured for eny
mediator, besed on previom siudle, Inflammeory madistors ere kdy to be
Incressed by MY even wih Low tidel wolomes.

Genersl speesthesis end the sopine posttlon ere known 10 comse polmonery
sielecinnis with predomioence In the dependent reglon. [25] These give the lung o

o a

of Low 133el wolomes without PREF can resvlt In the sppesrence and maintensnce
of etdecials In petlents under generel snsesthesis wnd muoscoler relexstion. [L1]
Beguler recroltment whh frequent deep Insoflation doring Low ddel volume MY
bwa been reported %o Improve oxygenstion without sigm of lung Injury In mice
mechwadcally ventlond for bours. [27] Therefore, thiy would explein the
‘womnening observed In the oxygenetion of our snlnmls sa exposure 10 MV whh
Low tidal wolumes ond without FERP Incremsed.

Our entmels nwy beve developed aelecrasls In dependent aress, coming
different degress of stdectraume thet would explein the dagradetion in
oxygenstion seen In the experiment (s Toble 2), sithough It wes not setintially
significant, 9 well s the fall In polmonery complience snd the rise In pesk
Ioaplretory pressure {2 Fip. 2 end 9.:4). The letier poreeters correlwied Unesrty
with » coefficlent of determinetion B2 of 0,99 in grovp 4H {enimel ventlieted for
4 bourd) {Fig. 98}
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Althovgh add-bese paremeters ore well-known reliwble Indicaion of eninml
wellbelng, they beve only been pertially evelusted in murine mechenionl
ventlstion models. [9,28, 24, 25 In our model, ventloted entmels In groups 2H
ond 4H showed » trend towends mixed acidosly but whhout significance. As o
result of the fornwtion of stelactesh snd higher pressures, ventilstion might bave
besn Lem effective, whikh could eccount for the e In pOOs; Lewels, although not
wignlfcantly, The metebolks component of acldosls can b seweral oauses.
Membolk: acidosls In mice can be inducad by seline administrafion, [29,11]
which In our sninmls wes mesed for nwinteoence ot very low Levels. Yet, metsbolkc
ackdosk comed by some bemodrnemdk: fallore cannot be totelly exdoded. This b
possibly relwred 1 poor compenseion for losses sether twn powntisl deflcin In
venom retorn snd secondery low candiac ouipot, w w result of the thoreck
pressure reversil observed In posttve pressure MY, [90] Stoallerty, hesrt mte Jone
showed » significant reductlon over me from mimrte 120 of the experlment,
slbough siweys whtiln the physlologhosl rnge of rams. [31)

To dete, oo reseaich group bes explored the expression of AQP 1 end AQF 5
Jolntly 10 mechenically venfiloted rom with low 13dal volumes. Howewer, o study
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conducted In rety ventlleted with very high tidel volumes (40 ml/Eg dining
4bm)ﬁaudandm1bnhﬂ?lmﬂmlbewhmmwuﬂu
infismnwiory medistor secondery mechwiiom, e they nwoeged 1o mitigete e
reduction in AQF 1 by administering o cyclooxygenese 2 Inhibdor. [92] In
snother triel, besed on oo eninel model of ARDS induced by smoke Inbwlsion,
antmel were subjected to MY, finding en Incresss 1n mBNA for AQP 1. [95] The
shortcoming In these studies1s the sbsense of » control groop with non-ventlated
animel to sody AQF exprestion.

Our experimenn show on Incresde In AQF 5 exprestion thet beoame more
signiflcant ea MY exposure wes prolongad end, stndlerty, en Incresse In mBMNA of
AQF 5 which wes slso greter In grovp 4H compered 1o non-ventieted endmels.
These Incremes were not sccompenied by significant verlstlons In lung weter
confent or mkrovacokr pernesbihy. Althoogh en Increme In AQE 1 1n the
[ungs wes not found, efter 4 b of MY, our stody Jid find » significnt Incresse in
mBNA This 19 Blety to te the previom sxp to AQF 1 symtheris. Bt b possitly due
1 the fact thet o longer MY period 3 needed for en Incresse 1o AQF 1 on
crioplesm end membrrones tobe seen whh the Western tiot. Diferent factors beve
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been shown o modulete the smonnt of AQPs, reducing them under o nuniber of
pethological conditions end leading % en Incresse 1n pulmonery weker snd
oedemna, [34-95] In addition, the fact thwt lung Injury peremeters Improwe when
thdr expresion s induced, easigns AQPs o protective medwniim In the
occorrence ond devdopment of polmonery oedenw. [37-39] Although some
studles with genetioally modified andmely débete the possible relevent role of
APy In the resbsorption of slveoler woter, they prowe the Imporince of these
chennels In pulmonery permesbliry. [17, 14, 40 Significent chwnges 1n lung weter
or microvescoler permestiity were not cbjectivized In our snimels, The
explenetion for tils could be thet AQFy, according to some suthors, only work In
sitowtions of stress. [19] Further stodles wre needed 1o determine the troe mie of
AOFL end AQF 5 In MY,

To conclode, In our model prolonged MY and fddal wolumes of 10 ml/Eg for
4 bours 4id mmﬂth!mdpﬂmqmmmhmm
permesbility, these being meciwmnisme invoiwed in ventietion-indoced iung injory.
Our stady found wn Incresse In the prowin expression of AQF 5 end I mBMA,
correlwied wih exposure fime wnd mechenicnl ventintion. Liewle, the smount
of mBMA for AQP 1 elso Incressed In correlotion whh MV fime. Apperenty, AQF
5 end AQF 1 con beve o protective effect agatont MV-Induced polmonery cedeme,
it more stadles ere needed 10 clerify whether these protelns renlly ploy o relevent
mle 1n mechwaloally ventilated lungs under diflerent condiions,

Acknowledgments

The experiment wes carrled out In the facliitles of the Medkoal School {Undvarshy
of Velende),

Author Gontributions
M@dmmmmmmmmmmmm

GF MM EP, Anwiyzad the dete: GF JGDLA BS JC DA FIB. Contilruted reagental
nwterilafammiysls toole: JC BS. Wrotke the paper: GF JGDLA BS BP.

Referances

% Uhig 7 (2] VenSelendnduss ng ingsy snd nwshenchenssuslicer Sireishing b oo
Aan J Phymind Lung Call Ml Prysinl 8- | R R

L Dreyfues D) Soler I, Busssl O, Jeumon O (ERE High inlalon pessars [LNCOnary sl
Feshfrablive: Al OF high Slay [raklrs Migh Bk wrilsesy Sra Prakibe Ad-Sapingy [rasiirs A

& KEtBhitsin AL, OO OM, Lo A8 [1INE) Dbt Shvenlir fivslje—ihs Dih OF Gan, shisk,
i Sairrs A el A J Paiivd iR R

LY mn“muu“mmuwmmmwmh
Jan ] Roaplr Tt Care Lkl 5T 2208

R Gorbridos T3, Mond HMHMHWJ ﬂll-[‘-!mnﬂ-'p
I Wity nal e PEEP In aanin sald sapiatin. et Rew Reaphr [l ‘M7 3135

PLITE (ME | DO S ¥oumal pons DVMNT  Docwmbar 8, 214 LLYL ]



G PLOS | one

T

!!??

s 2

PLOS (ME | DOE10A3 Yo mal prns DY T

Enperstiren, of A0S 1 ard B susing Rirshardes | Vs Ben

mnmummmnsmmaummmm

el B sl gy £ By I B N EnglJ Ml TANFY ME-
5l

R0 U0 | Btied] (00 "W ol I i WAL Il i ol ol Ml P Bl I | i L i
for maake Ling Injury el Hha sauin Y dladw The Jauln Disiroses

Syruaracs Nolarat M Engl | Ml 3CT1R TAM-TO8

VE & KOom i R, PRI Ly AGUNTI- i A (ZID5) A high pralive srs-sapratisy
o T n - Ak
M L CI¥ Cars M ST 1FP-TME

mmmmnmmumum:mmm
urg werdmion J Sung Rk SN

EBDN.
mnmumm;mn Dflonn HE, ot o, D7) Lisshankal
W B B sl By s Bl e P it Wr ks, Sy, S S Pk
Svirla T Infagriy” s I viets Wattl ol sl alirlin | et it v e i Arualiuddelegey 1 INTEY:
AT
mmuwaﬂmqmu:mma;mmmm

LA ss S Lmiars Bins el

QL) WA, HbTvis T, KUIDHS W IR0 LD, JONQSml 0, it 4L (ATTE) Thé salent of veniiaied-
Il Iunyg Injusy i ikiees Prtly sitypvariia £, o unalion of Mvsshaniesl venilalon. Crit Cars R Prast
MEE2TTRABETE.

e
Kouona O, L W, KIng L3, Are P (D7) . -

Sk Mot Al ubi s ] £ [ Tert ORI ‘THNG-THIL

M T, Pt W, 300G Y, MUENY A, Veroman A3 ZID0) Lung Ul benspo In euapoineE
Iencaskeeat e I Clin Irvmat 6 B-1E

Vorkowan A (F12) Asusposing in Clriesl Rinliains An o Mo BE 203-3.

mmm;mruqu“mmnuumm
il eyl wre alairibailien in et J Cin iveat ITQI0F 250

Bl G, Puluade. W, 3ong % Me T mmalmmmlﬂmnm‘lm
aquaperind. kraoskout wien J Cin vt ‘T3, B5-581

Habe G, DU M Volobthon A MGurterTy] I U DA (2001 A s e wuy sk e
i Lussat g Irfury Pryskiogy e

mnmummmummwﬂMMn
=Ny EeE

ml- Valermt B Ribeiro 3R LI J, Siuisky A3 (1IN Injurinus wenillainr sinshegires amrsins
YRRk T - IR S i el it g Wl ] B et B A

N0 PG, B0 CE, Sator M QEVHN-J0nior] Jn Seiomn It o ol (D7) Veniis Sonuh igh
Bl welrets iraluses Irflssnalery lung injury Bray J e B Res 35 1958

Fota M VieUgernll HA, STutely’ A%, et J, Helren G of ol (F002) Riskha ril e o
lirs Thes AN apvanas In shilaren witheu | Ling palhlngy. ininnalen Caw Ried 2 AF5-82

mnmnmmmtmmasmmmunm
I s O risle | nienalve Cars Rl | 20(T0) T0A-

mmmuu.mammmmuummmu
o g Ny b Wkl vearasn,

Jinmune 175EY EME-ERR
Wrigge H. Dnesiiing J, Juber | von Splegel %, Hering I, ot ol (MDD} Eieals off sesshanka |
Wi By oy ek ot £ bpiricirah s dyideads almal il i F Bt o Roal pLISAGNARY Runalinn,
Aravaiciegy W AT

Dcomnbyar 3, X4 1T/ B

Anexo 161



162 Anexo

@ PLOS | one

Enpasain of AP 1 and B susing Rirssharnies | Ve Bon

Hadorsstiemal. O, Lursdauist B, Lundh K, Tokics L, Jrandbirg A, o ol [1TERE). Pulsisnany d snaliie
UG Anaalivels A SEpeTEE Sy O g oIpiiogy and s aashangn F L Raaplr 1 2T
mnamnmu Ly Pty JM, Ealas JH [Z00F) Chestaing ihey T snay of o sep irllalinn In

Wh EbETAn) ol Wit g i vt Lot g Injury. A J Physind Lung Cad Rid Priysind
Wt PO T

nnnnmnmmmmmmumua (PID) Crial ekt ter OOCRZ and
CXCRR R LringHve [atiogerauts o veratorani ikl lung injury. J§ CBninsest T 17E-TE

Turbier T, Bmons YW, Ince I () Heorsynawies of arvesiiviiee weniiahel Bl Ml
saprain of eneaihvdies, fuld sappost, e s in A J Physiol Heart Cis. Physiol 008y HIDE-2105.

m@pm RANDIE G, I 1§ (POID) Rikharkasl veariaion of sk Bk Rk Cancl Y
Fapacimiin oo Dy Xantos T, Donta s L Leioces P Feime. D [ZD08] The Lt of mish and mis as aninsl
Wil T ADUSVNTY T bl oo, Lilts Arian. 42(E) 29575

Jin LD, Wang LY, Wu LG, Than ¥, Eheo XY, ot sk (015 Plisals of CIG2 inhibiter on veniiaier-
I lurg sy In mis. it AUNGPh Y 298206

Solmalshen B0 Ohner | Ssuses 0, Fodolf HE Falresb KHE of ol OV inbbakin 8

& AL MW} In

A wra o=y In sk anal bum Injures shanp irsive wllh
[ R S — T T

g 1} g H L P G Y RD10Y Akl Ling n Tana
B I L I of A Panasaiie s ingasinininringy BT HE3-E2

Yin DM, Kun XD (HDE) hesharern, o A, -5 mnal rirana i

g Ingu sy I nestom B Phonggun Dang Dal B s 7a 7 BZF ‘WE-50

mmulwnmwmumnmnummpnnm
Al J (Engl) BT} EEE-ENT

Geo 33, ¥ind, Hueng L, han L Yang J, ot ol. [(20'0) Efeal of angioienain § on The aeprosslon of

LGN 1 In KNG OF rall Srong Sl g sy, Fhanggus W Zhong Bing 8 Bu YXUs ZFY
DEA.

U X, NG HTY, Ll O} Zang B Ghan VM 2I06 . na
E el OF ks g Y. LUng ISTAT 22251

Dﬂ'ﬁ.mﬂuul.ﬂnlﬁ“i uummmmmumw
s LN o it WAl TSRl maliwd. Rpir Physid
w1ma—n

30Ng Y, Puoxl N Bal G, W T MiRhay WA, o Ol (TDDY Ribls o s LEporing In alvedler Sull
akesraruens In Rsturabal aral wakull lung, and i, extiana Saalion feilloaing s ung injuny: alusies In
IS L MUl i J PHysinl EXSPTET TT=7TR

PLITE (ME | DO S ¥oumal pons DVMNT  Docwmbar 8, 214 LUV



