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Marco teorico

MARCO TEORICO

En las ultimas décadas, el aumento en la supervivencia de los pacientes
ingresados en las unidades de cuidados intensivos (UCI), ha puesto de
manifiesto un problema hasta ahora poco conocido: el desarrollo de
alteraciones neurocognitivas a largo plazo en muchos de los supervivientes de
UCI. Estas deficiencias asociadas a la estancia en UCI, conllevan una
importante disminucion en la calidad de vida de los pacientes ademas de
representar una sustancial carga socioeconomica. Diversos estudios clinicos
han revelado que la presencia de estas alteraciones ocurre con mayor
frecuencia en determinadas poblaciones de pacientes, como es el caso de
pacientes que han sufrido sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) o en
aquellos pacientes que recibieron soporte ventilatorio durante su estancia en
UCI. Estos datos revelan la importancia del eje pulmén-cerebro en el contexto

del enfermo critico que recibe ventilacion mecanica (VM).

En este contexto, la VM es una herramienta de soporte vital basico,
ampliamente utilizada en las UCI, aunque su uso no estda exento de
complicaciones. Desde hace tiempo, se sabe que un patrén de VM inadecuado,
incluso en pulmones sanos, puede provocar lesién pulmonar de novo o
empeorar la lesion previa existente. Se ha demostrado también que la lesién
pulmonar inducida por la VM es capaz de desencadenar una respuesta
biolégica que cursa a través de la liberacibn de mediadores inflamatorios,
agravando el dafio pulmonar y favoreciendo la propagacion de la lesion a otros

organos distales.

Por este motivo, en la practica clinica, se han implementado numerosas
estrategias de ventilacion enfocadas a disminuir los efectos deletéreos de la
VM. Las denominadas estrategias de ventilacion protectora, caracterizadas por
el uso de bajos volumenes corriente y presion positiva al final de la espiracion,
atenuan la respuesta inflamatoria derivada de la ventilacién y han demostrado

tener impacto en la mortalidad de los pacientes con SDRA.

En conjunto, la evidencia clinica parece indicar que los pacientes criticos
sometidos a VM son especialmente susceptibles a sufrir alteraciones

pulmonares y neurocognitivas. Por tanto, es necesario profundizar en el
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Marco teorico

conocimiento de los mecanismos moleculares que convergen en el pulmon
sometido a VM y su potencial efecto sobre el sistema nervioso central. Sélo asi,
se podran desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a minimizar el impacto
de la ventilacion en el paciente critico, y a la mejora del prondstico tanto a nivel

pulmonar como neuroldgico.

Bajo este marco tedrico, la presente tesis doctoral pretende investigar la
interaccién pulmén-cerebro en el contexto de la VM. Con este fin, se ha
analizado la influencia de la VM en la respuesta inflamatoria (local y sistémica)
y en la activacion neuronal (mediante el analisis de c-Fos), en un modelo
experimental en ratas. Asimismo, se ha evaluado el efecto de dos estrategias
de ventilacidon protectora, en la modulacion de la inflamacion y del patrén de

activacion neuronal.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

Ach Acetilcolina

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
ARN Acido ribonucleico

BALF Fluido broncoalveolar

BHE Barrera hematoencefalica

CeA Amigdala Central

cmH,0 centimetros de agua

Crsest Compliancia del sistema respiratorio
CVO Organo circunventricular

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
FiO, Fraccién Inspirada de Oxigeno

HC Hipocampo

IEG Immediate Early Gene

IHQ Inmunohistoquimica

IL Interleuquina

LIS Lung Injury Score

LPA Lesion Pulmonar Aguda

LPS Lipopolisacarido

MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos-1
MIP-2 Proteina inflamatoria de macréfagos-2
mmHg milimetros de mercurio

NAV Neumonia Asociada a Ventilacion mecanica
NTS Nucleo del Tracto Solitario

PaCO; Presion Arterial de Dioxido de Carbono
PAM Presion Arterial Media
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Abreviaturas

PaO,
PEEP
PMN
Pplat
PVN
RS
SDMO
SDRA
SNC
SON
TAV
TNF-a

TUNEL

UCl
Ve
VILI
VM

ZEEP

Presion Arterial de Oxigeno

Presion Positiva al final de la espiraciéon
Polimorfonuclear

Presion meseta o plateau

Nucleo Paraventricular del Hipotalamo
Corteza Retrosplenial

Sindrome de disfuncién multiorganica
Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo
Sistema Nervioso Central

Nucleo Supradptico

Traqueobronquitis Asociada a Ventilaciéon mecanica
Factor de necrosis tumoral alfa

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)- mediated
dUTP nick end-labeling

Unidad de Cuidados Intensivos

Volumen Corriente

Lesion Pulmonar Inducida por Ventilacion mecanica
Ventilacién Mecanica

PEEP de 0 cmH,O (Zero-end expiratory pressure)
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Introduccion

1.1. ALTERACIONES NEUROCOGNITIVAS ADQUIRIDAS EN EL
PACIENTE CRITICO

La unidad de cuidados intensivos (UCI), es el area hospitalaria destinada
a la atencion y el tratamiento de pacientes en situacion grave o critica, pero con
posibilidad de recuperacion. El paciente ingresado en UCI, es un paciente de
tipologia polivalente que requiere soporte vital y un alto grado de
monitorizacién, que no pueden ser administrados en otras unidades de

hospitalizacion.

En una revision de la Junta Directiva de la Sociedad Espanola de
Medicina Intensiva, Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC) [1] en 2010, se
contabilizaron unos 300 servicios de medicina intensiva, con un total
aproximado de 3.500 camas, distribuidas a lo largo de todo el pais. Se estima
que estas unidades tratan anualmente unos 240.000 pacientes, con un indice

de mortalidad del 11% aproximadamente [1].

Hasta hace relativamente poco, las intervenciones terapéuticas en las
UCI tenian como obijetivo principal la supervivencia de los pacientes, mas alla
de los posibles efectos a largo plazo en su calidad de vida. En las ultimas
décadas los importantes avances en el manejo de los pacientes criticos han
contribuido notablemente a incrementar los indices de supervivencia de éstos,
poniendo asi de manifiesto un hecho hasta ahora poco conocido como es el
desarrollo de alteraciones neurocognitivas en algunos de los pacientes
supervivientes [2]. Estas deficiencias que se asocian a la estancia en UCI, se
extienden mas alld de la fase aguda de la enfermedad y conllevan una
importante disminucion en la calidad de vida de los pacientes, ademas de
suponer una carga econdmico-social nada desdefiable. En la actualidad estan
surgiendo numerosos estudios donde se evaluan las secuelas cognitivas en
estos pacientes [3] y los datos recogidos hasta la fecha revelan que hasta un
tercio de los pacientes supervivientes de UCI pueden presentar a largo plazo,
deficiencias neurocognitivas similares a las observadas en las demencias leves
y moderadas [4]. En determinadas poblaciones, como son los supervivientes de

sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) [5, 6] o pacientes que recibieron
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soporte ventilatorio prolongado (mas alla de 5 dias) [7], se ha observado que la

prevalencia de estas alteraciones es aun mayor.

Tanto la lesion pulmonar aguda (LPA) como el SDRA, son patologias
asociadas a altos indices de morbilidad, que incluyen tanto aspectos fisicos
como neurologicos. La morbilidad neuroloégica, comprende un alto espectro de
patologias y puede incluir polineuropatias, encefalopatias y deterioro
neurocognitivo. En una revision de la literatura en 2010, Hopkins y col. [8],
identificaron hasta 10 estudios, que sumaban un total de 455 pacientes
supervivientes de UCI, en los que se habian evaluado las alteraciones
neurocognitivas a medio-largo plazo. La evidencia a partir del estudio de
cohortes, sugiere que entre un 25-78% de los supervivientes experimentan
algun tipo de déficit neurocognitivo tras el alta hospitalaria. En el caso de
pacientes con SDRA este porcentaje puede aumentar hasta alcanzar un 80%
[6]. En otro estudio en supervivientes de SDRA, el mismo grupo, reportd que la
prevalencia de estas secuelas cognitivas podia afectar hasta a un 70% de
estos pacientes en el momento del alta hospitalaria, a un 45% al afio y a un
47% a los 2 anos [8]. Los resultados de este estudio revelan ademas, que las
secuelas mejoran durante los primeros 6-12 meses tras el alta, pero que las

alteraciones neuroldgicas tienden a estabilizarse y cronificarse a partir del afio
[9l.

Los déficits neurocognitivos observados en los supervivientes de SDRA
asi como en el resto de pacientes de la UCI, estan relacionados con un amplio
espectro de dominios cognitivos [2]. Desafortunadamente, los estudios
realizados hasta la fecha, no permiten determinar la naturaleza exacta de estas
deficiencias. Tampoco es facil establecer comparaciones entre las alteraciones
cognitivas entre distintos grupos de pacientes y estudios, debido a la
discrepancia en el consenso de definicion de secuelas cognitivas, la disparidad
de meétodos de evaluacion utilizados o el tiempo de seguimiento tras el alta.
Asimismo, variables como el tipo de patologia critica del paciente, la existencia
de alteraciones neuroldgicas previas o la edad, pueden condicionar qué
dominios presentan mayor afectacion [10]. A pesar de esta amplia variabilidad,

Hopkins y col. establecen que, de forma general, el déficit de memoria es la

22



Introduccion

alteracion neurocognitiva que se presenta con mayor frecuencia, seguido del

déficit en la funcion ejecutiva y del déficit de atencion [2].

Ademas de las alteraciones cognitivas mencionadas anteriormente, se
ha reportado que los pacientes sometidos a ventilacion mecanica (VM), pueden
manifestar también otras alteraciones neuropsicologicas como trastornos de

ansiedad o depresion [11, 12].

Algunas poblaciones de pacientes presentan una mayor susceptibilidad
al deterioro neurolégico, como es el caso de los pacientes geriatricos con
deterioro cognitivo preexistente, con lesion cerebral aguda o demencia. En
estos pacientes las alteraciones neurocognitivas asociadas al estado critico,
pueden agravar un deterioro cognitivo leve preexistente y desencadenar el

llamado sindrome de “demencia acelerada por la estancia en UCI”.

Las investigaciones realizadas hasta ahora no han elucidado de manera
clara el vinculo entre la enfermedad de base del paciente critico y el desarrollo
de estas deficiencias [9]. De hecho, los estudios indican que las disfunciones
observadas en los supervivientes de UCI no pueden explicarse unicamente por
el grado de severidad de la patologia critica y postulan que otros factores

pueden influir en las mismas [8].

A pesar de que aun se desconocen los mecanismos exactos por los
cuales se produce el deterioro neuroldgico, si parece claro que la presencia de
sindrome confusional, una de las alteraciones neuropsiquiatricas mas
observadas en la fase aguda de los pacientes criticos, estaria asociada al
deterioro cognitivo a largo plazo. La prevalencia de este sindrome se situa
entre un 50-70% en pacientes de UCI no ventilados mecanicamente, y
aumenta hasta un 60-80% en pacientes con VM [2, 13]. Girard y col. [14]
concluyen que, la duracion del sindrome confusional en pacientes ventilados
es, en si mismo, un factor predictor independiente del déficit cognitivo, hasta un

afno después del alta de la UCI.

La etiologia de las alteraciones cerebrales adquiridas en el paciente
critico es indudablemente multifactorial, pudiendo ser resultado tanto de las
multiples disfunciones organicas derivadas de la patologia como de su

tratamiento durante la estancia en UCI [15-17]. Entre los factores que podrian
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contribuir al desarrollo de deterioro neurologico se hallan la hiperglicemia, la
hipoxemia, el uso de determinados sedantes y, como ya se ha mencionado, la

presencia de sindrome confusional.

La liberacién masiva de citoquinas inflamatorias bien a nivel local como
sistémico podria influir también en el desarrollo de alteraciones cognitivas. En
este sentido, se han relacionado procesos de inflamacién a nivel cerebral con
algunas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o la enfermedad
de Parkinson [16]. Asimismo, varios estudios refieren déficits de atencion,
concentracion y memoria en pacientes que presentan niveles elevados de

citoquinas circulantes [9, 17].

Los déficits cognitivos cronicos adquiridos tienen importantes
consecuencias en estos pacientes, interfieren en el desarrollo normal de sus
actividades cotidianas y, dificultan el retorno a la vida laboral mermando
considerablemente su calidad de vida. Un estudio en supervivientes de SDRA
reveld que dos anos después del alta hospitalaria, un 34% de estos pacientes
estaba recibiendo algun tipo de prestacién por incapacidad y otro 32% no habia
vuelto a trabajar o se habia retirado anticipadamente [9]. En esta linea, en otro
estudio de seguimiento de los pacientes con SDRA al afio del alta hospitalaria
[18], Herridge y col. observaron que hasta en un 51% de los casos, los

pacientes no podian volver a desarrollar su actividad laboral previa.

El potencial impacto economico-social que supone una creciente
poblacién de supervivientes de UCI con secuelas neurocognitivas, es otro
aspecto a tener en cuenta. La alta y prolongada demanda de tratamientos
meédicos que requieren estos pacientes, no sélo representan una considerable
carga econdmica para sus familias, sino que también genera importantes

costes para el sistema de salud y sociosanitario.
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1.2. FISIOPATOLOGIA PULMONAR EN EL PACIENTE CRITICO

1.2.1. LESION PULMONAR AGUDA (LPA) Y SINDROME DE DISTRES
RESPIRATORIO AGUDO (SDRA)

La LPA y su forma mas severa, el SDRA, son dos patologias
pulmonares que se observan con frecuencia en el paciente critico y que estan
asociadas a una alta morbilidad y mortalidad [19]. El término SDRA fue descrito
por primera vez en 1967 por Ashbaugh y colaboradores [20] y se definié como
un cuadro caracterizado por taquipnea, disnea severa, infiltracion alveolar y
disminucién de la distensibilidad pulmonar. Mas adelante, en 1994, Ia
Conferencia de Consenso Americano-Europea propuso la definicion formal de

SDRA [21] siguiendo los siguientes criterios diagndsticos (Tabla 1):

1) Dificultad respiratoria grave de comienzo agudo, 2) Presencia de
infiltrados bilaterales en la radiografia de térax, 3) Presion capilar pulmonar
inferior a 18 mmHg o sin evidencias clinicas de insuficiencia ventricular
izquierda y 4) Hipoxemia severa (PaO./FiO, < 200 mmHg). Asimismo, se
incorpor6 el término de lesion pulmonar aguda (LPA) o ALI (del inglés Acute
Lung Injury). Este ultimo concepto, se reservo para casos de menor gravedad y

estd definido por el grado de hipoxemia (PaO./FiO, > 200 mmHg y < 300

mmHgQ).
Oxigenacion Tiem Radiografia Presion enclavamiento
(Pa0,/FiO,) po de torax arteria pulmonar
LPA < 300 mmHg . <18 mmHg o sin evidencias de
Comienzo Infiltracion I g a
. hipertension de auricula
agudo bilateral A
SDRA < 200 mmHg izquierda

Tabla 1. Criterios de LPA y SDRA, segun el consenso americano-europeo (1994)

En el Congreso de la Sociedad Europea de Medicina Intensiva (ESICM)
celebrado en Berlin en 2011, se presento la nueva definiciéon de SDRA [22]. En
la nueva definicion de Berlin, se establecen las siguientes variables para el

diagndstico:

1) Tiempo de inicio: Debe ser agudo y estar dentro del periodo de una

semana desde el inicio de los sintomas, 2) Imagen toracica: Se mantiene el
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criterio de infiltrado bilateral en la radiografia de térax y 3) Origen del edema:
La insuficiencia respiratoria no puede explicarse por una insuficiencia cardiaca

o sobrecarga de liquidos.

Una de las novedades mas importantes de la definicion Berlin es la
estratificacion del SDRA en tres niveles de gravedad, segun el grado de
hipoxemia presente: Leve (PaO/FiO, de 201-300 mmHg), Moderado
(PaO,/FiO, < 200 mmHg) y Grave (PaO,/FiO2, < 100 mmHg). En segundo lugar
la nueva definicion elimina el concepto de LPA, que es substituido por el de
SDRA leve (Tabla 2).

SDRA Leve Moderado Grave
Hipoxemia ) )
(Pa0,/Fi0,) 200-300 mmHg < 200 - >100 mmHg < 100 mmHg

Tiempo Inicio dentro de una semana desde el diagndstico de la causa predisponerte

inicio o deterioro de los sintomas respiratorios
Imagen Opacidades bilaterales no explicables por derrame, atelectasia pulmonar o
toracica nodulos

Origen del Fallo respiratorio no explicable por una insuficiencia cardiaca o sobrecarga
edema de liquidos

Tabla 2. Nueva definicion de Berlin de SDRA (2011) de la ESICM

Los importantes progresos cientificos de la ultima década, han permitido
avanzar notablemente en el conocimiento del SDRA, sin embargo, hoy en dia
su tratamiento sigue siendo principalmente el soporte ventilatorio. No obstante,
a pesar de ser una herramienta de soporte vital basica en el tratamiento de
pacientes con LPA / SDRA, la ventilacién asistida, sigue siendo una estrategia

terapéutica no exenta de complicaciones.
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1.2.2. VENTILACION MECANICA: CONCEPTOS GENERALES Y
COMPLICACIONES ASOCIADAS A SU USO

La VM, es una herramienta de soporte vital basico y la principal
estrategia terapéutica en el tratamiento de la insuficiencia respiratoria aguda en
la UCI. La pérdida de la capacidad respiratoria, puede ser consecuencia de
patologias de origen pulmonar, como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica o el SDRA, pero también ser secundaria a otras patologias como
enfermedades neuromusculares o traumatismos graves. Cuando la funcién
respiratoria fracasa, la VM garantiza el intercambio gaseoso adecuado y
proporciona el tiempo necesario hasta que la recuperacién de la enfermedad

de base permite restaurar la funcién respiratoria normal.

Aunque el empleo de soporte ventilatorio estda ampliamente extendido en
las UCI y se estima que un 40% de pacientes criticos reciben VM en algun
momento de su estancia en estas unidades, su uso no esta libre de
complicaciones. Desde hace tiempo, se sabe que la VM, incluso en pulmones
sanos, puede inducir la aparicion de lesién pulmonar de novo o empeorar la
lesion previa existente [23-25]. A este fendmeno se le denomina lesion
pulmonar inducida por ventilacién mecanica o VILI (del inglés ventilator-induced
lung injury). Desde que se definiera el concepto de VILI, se han realizado
multitud de investigaciones dirigidas a responder cuestiones sobre la influencia
de los distintos parametros ventilatorios utilizados o la identificacién de aquellos
factores pulmonares o extrapulmonares que pueden predisponer al desarrollo
de esta patologia [26]. En esta linea, numerosos estudios clinicos y
experimentales han demostrado que la VM es capaz de desencadenar una
respuesta biolégica que, entre otros mecanismos, cursa a través de la
liberacion de mediadores inflamatorios, agravando la lesién pulmonar y

favoreciendo la propagacion a otros 6rganos.

Es primordial comprender los mecanismos que determinan el desarrollo
de la VILI para poder aplicar estrategias ventilatorias que minimicen, en lo
posible, sus efectos lesivos sobre el pulmén. Se han descrito algunos
mecanismos a través de los cuales la VM puede inducir lesion pulmonar

(Figura 1):
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Barotrauma y/o volutrauma: se define como una lesién pulmonar

producida por altas presiones y/o volumenes administrados por el ventilador.

En el barotrauma, el dafo pulmonar se produce cuando la presion
excesiva en la via aérea genera una sobredistension de los espacios alveolares
que puede incluso conducir a la rotura de la pared alveolar y a la consiguiente
fuga de aire fuera del tracto respiratorio. Este gas extraalveolar puede producir,
entre otras complicaciones, enfisema intersticial, neumomediastino o incluso,
neumotdrax. La rotura de la pared alveolar es producto de una suma de
factores, de un lado los derivados del manejo respiratorio y de otro de factores
relacionados con el estado del paciente, como la propia patologia de base

(infecciones, edema, etc.), el SDRA o la presencia de secreciones excesivas.

Debido a las caracteristicas que presenta el parénquima pulmonar, los
pacientes con SDRA son especialmente susceptibles al desarrollo de VILI. En
el pulmén de un paciente con SDRA, las lesiones se distribuyen de forma
heterogénea distinguiéndose areas con diferentes grados de aireacion, lo que
implica que la ventilacién tenga un efecto diferente en funcion del area tratada:
Esto implica que las presiones necesarias para ventilar y mantener abiertas
areas con colapso alveolar, puedan generar sobredistension e inclusive dafio,
en aquellas areas del pulmén bien aireadas [27]. Algunas de las
recomendaciones clinicas enfocadas a evitar el desarrollo de barotrauma
incluyen: la reduccion de las presiones meseta (plateau) de la via aérea, la
optimizacién de los niveles de presion positiva al final de la espiraciéon (PEEP) y
principalmente el uso de volumen corriente (V¢) bajo. Recientemente ademas,
se ha demostrado que la reduccion de la presion de distension (“driving
pressure”) se asocia a un incremento en la supervivencia en pacientes con
SDRA [28, 29].

El término volutrauma fue establecido por Dreyfuss [30] al observar que
la VM con V¢ elevados era capaz de propiciar la generacion de edema
pulmonar independientemente de que hubiera 0 no presiones elevadas. La
sobredistension de los alvéolos debida al volutrauma se asocia a la
degradacion del surfactante, a la disrupcion de la barrera endotelio-epitelial, al
incremento de los niveles de citoquinas y a la infiltracion de células

inflamatorias en el pulmén.
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VILI
Volutrauma Barotrauma Atelectrauma

Espacio alveolar
Neumocitos
tipo 1y tipo Il
Neutrofilos

Espacio Macréfagos Dario epitelial y endotelial
intersticial alveolaresg (1 de la permeabilidad alveolo-capilar)

IL-8, IL-6, IL1-B, TNFa

Liberacioén sistémica
» de mediadores
inflamatorios

\‘/ N

m Biotrauma

Sindrome de disfunciéon | /@&
@ multiorganica

Figura 1. Mecanismos de lesion pulmonar inducida por ventilacion mecanica
(VILI). Modificado de Futier et al. Anesthesiology, 2014 Aug; 121(2):400-8.

Atelectrauma: Se define como la lesion derivada del proceso ciclico de
cierre y reapertura de las unidades alveolares. Este tipo de lesion se ha
relacionado con el uso de volumenes inspiratorios excesivamente bajos o bajos
niveles de PEEP. Esta situacion de reclutamiento/desreclutamiento de los
alvéolos puede inducir desgarro alveolar, por el aumento de las fuerzas de
estrés que tiene su origen en la interdependencia entre los alvéolos distendidos
y los colapsados. Como en el caso del volutrauma, en la lesién por
atelectrauma se observa un deterioro de la funcion del surfactante y un
incremento de la permeabilidad vascular, lo que propicia la aparicion de edema

pulmonar.

Biotrauma: Se define como la lesién pulmonar derivada de la liberacion
de mediadores inflamatorios en el pulmén como consecuencia de la aplicacién
de un patron de ventilaciéon inadecuado. En algunos casos la inflamacién

localizada inicialmente en el pulmén puede difundirse a nivel sistémico.
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El mecanismo por el cual se produce la conversion de un estimulo
mecanico derivado de la VM en una sefal molecular se denomina
mecanotransduccién. Las fuerzas de deformacion y estiramiento que se
generan sobre el alveolo durante la VM desencadenan respuestas celulares
que pueden activar la cascada inflamatoria provocando la liberacion de
mediadores inflamatorios en el pulmén. Aunque no se conocen con exactitud
cuales son los mecanismos moleculares que conducen la mecanotransduccion,
si se han identificado diversas vias se sefalizacion sensibles al estiramiento, a
cambios en la integridad de la membrana plasmatica o a cambios
conformacionales en las moléculas asociadas a la membrana [31]. En este
sentido, diversos estudios realizados en cultivos celulares de macréfagos
alveolares humanos asi como en preparaciones ex vivo de pulmén de rata y
raton, que habian sido sometidos a patrones de ventilacion lesiva, demuestran
una regulacién al alta en la sintesis de citoquinas, que puede resultar en una

respuesta inflamatoria in vivo.

Ranieri y col. [23] fueron los primeros en demostrar que la VM per se,
producia un aumento en los niveles de citoquinas en pulmén y plasma, en
pacientes con SDRA. Estos resultados, podian explicar en parte, porqué
muchos de los pacientes con SDRA desarrollaban fallo multiorganico [23, 32,
33]. La pérdida de compartimentalizaciéon de la inflamacién originada en el
pulmén y su consecuente diseminacion sistémica, podria llegar a afectar
organos distales, desencadenando el sindrome de disfuncion multiorganica
(SDMO) vy, a comprometer la supervivencia del paciente [23-25]. En el mismo
estudio, observaron una disminucion de los niveles de las citoquinas IL-6, TNF-
a, IL-1B, IL-8 y del numero de neutrdfilos, en el lavado broncoalveolar (BALF) y
plasma, en aquellos pacientes que habian sido tratados con estrategias de

ventilacidon protectoras.

Estos datos, sugieren que la optimizacién de la estrategia ventilatoria
puede contribuir, no solo a minimizar el impacto mecanico de la VM sobre el

pulmén, sino a atenuar la respuesta inflamatoria derivada del mismo.
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Ademas del riesgo asociado a fendmenos mecanicos, la VM junto con la
entubacién orotraqueal incrementa el riesgo de colonizacién bacteriana de las
vias respiratorias [26], pudiendo desembocar en posteriores infecciones [34].
Que se llegue a desarrollar una infeccidén respiratoria esta condicionado por
multiples factores que comprenden desde la enfermedad de base y las
comorbilidades del paciente, hasta factores relacionados con el manejo del
enfermo critico, como es la prolongacién de la VM. Una vez mas, la
optimizacién de la estrategia ventilatoria, puede ser un factor clave en la

prevencion del desarrollo y en la atenuacion de la propagacion de la infeccion.

1.2.3. ESTRATEGIAS DE VENTILACION PROTECTORA

Como se ha descrito anteriormente, la VM puede dar lugar a
complicaciones en los pacientes criticos. Por esta razén la optimizacién en la
eleccion del patron ventilatorio puede tener una repercusion directa en el

prondstico y la morbi-mortalidad de los mismos.

En la practica clinica, se han implementado numerosas estrategias de
ventilacion destinadas a prevenir el desarrollo de VILI en lo que se define como
estrategias de ventilacién protectora. Estas estrategias, suelen caracterizarse
por el uso de volumenes corriente (Vc) moderados-bajos en combinacién con
un nivel 6ptimo de PEEP, con el fin de minimizar la sobredistension pulmonar y
a la vez evitar ciclos de colapso y reapertura alveolar [31]. Se ha demostrado
que el uso de este tipo de patron protector, puede mejorar la funciéon pulmonar,
las tasas de éxito en el proceso de retirada de la VM (“weaning”) y la
supervivencia de los pacientes. Resultados de estudios prospectivos que
analizan grandes poblaciones de pacientes criticos, han demostrado que el uso
de estrategias de ventilacion con bajos V¢ y PEEP moderadas, se asocia a una
reduccién de hasta el 10% en la mortalidad en pacientes con SDRA [35-38]. En
linea con estos resultados, Villar y col.[39] demostraron que el uso de bajo V¢
con PEEP ligeramente superiores a las utilizadas habitualmente, disminuia la
incidencia de fallo multiorganico y un 21% la mortalidad absoluta, en pacientes
con SDRA establecido.
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Los efectos beneficiosos derivados de la VM protectora, estan
relacionados con la prevencién del dafio pulmonar mediada por la reduccion de
las fuerzas de estiramiento, la prevencion del riesgo de barotrauma y la

reduccion de la respuesta inflamatoria.

A pesar de que existen evidencias del beneficio de su uso, desde hace
tiempo existe una cierta controversia sobre el nivel éptimo de PEEP vy los
criterios de seleccion de la misma. Idealmente, el nivel de PEEP 6ptimo seria
aquel capaz de reclutar completamente el pulmén lesionado sin producir
sobredistensién en el pulmoén sano [27], sin embargo a nivel practico, no existe
ningun sistema que pueda definir con absoluta certeza cual es esa presion. El
ajuste de los parametros ventilatorios de forma individualizada, atendiendo las
caracteristicas de cada paciente y su mecanica pulmonar, sigue siendo la

mejor opcion en la implementacién de las estrategias protectoras.

Diversos estudios han explorado mediante modelos experimentales, el
efecto de las estrategias de ventilacidon protectoras en la patogénesis de las
infecciones respiratorias durante la VM [40-43]. El lipopolisacarido (LPS) es el
componente principal de la pared celular de las bacterias gramnegativas y
constituye el antigeno superficial mas importante de este tipo de bacterias,
ejerciendo una importante funciéon en la activacion del sistema inmune. La
administracion intratraqueal de LPS de E.Coli se ha utilizado ampliamente
como modelo experimental de inflamacion y lesion pulmonar [44]. La
exposicion de LPS en pulmones, ya sea por instilacion intratraqueal o
inhalacion, produce la activacion del sistema inmune innato, iniciando el
reclutamiento de neutrdfilos y la liberaciéon de TNF-a y IL-1B, principalmente
[45].

Whitehead [46] evalud el efecto de diferentes estrategias de VM en la
respuesta inflamatoria, en un modelo de instilacién intratraqueal de LPS en
pulmones aislados. Contrariamente a lo esperado, los autores no hallaron
grandes diferencias en los niveles de mediadores inflamatorios entre los
distintos grupos experimentales. En cambio, si observaron que los pulmones
ventilados con V¢ elevado presentaban un menor numero de macrofagos
alveolares al compararlos con los ventilados con V¢ bajos. Estos resultados

parecian concordar con los hallazgos obtenidos por Imanaka y col. [47] y que
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sugerian una asociacion entre la ventilacién con altas presiones y la reduccion
del numero de macrofagos alveolares. Whitehead y col. sugieren que la
reduccion de la poblacion de macrofagos, ademas de estar relacionada con la
aplicaciéon de V¢ lesivos, podria contribuir a incrementar la susceptibilidad a la
infeccion bacteriana, puesto que los macréfagos juegan un papel clave en la
respuesta inmune temprana del pulmén frente a los patdogenos. También el
grupo de Hall y col. [40], observo en un modelo experimental en conejos, que la
VM con bajo V¢, prevenia de la lesion pulmonar asi como de la diseminacién

inflamatoria tras la instilacién intratraqueal de LPS.

Otras investigaciones recientes, se han centrado en el estudio de los
efectos de las estrategias ventilatorias protectivas sobre el sistema nervioso
central (SNC), en la busqueda de los mecanismos implicados en las
alteraciones neurocognitivas desarrolladas en los supervivientes criticos.
Bickenbach y col. [48] demostraron en un modelo porcino, que la ventilacion
con bajo V¢ resultaba en una mejora de la oxigenacion tisular cerebral y una
menor acumulacion de metabolitos anaerdbicos, ademas de conllevar un
menor impacto inflamatorio sistémico. Una posible explicacion seria que las
alteraciones observadas en el metabolismo neuronal podrian ser consecuencia
de la mayor respuesta inflamatoria originada durante la ventilacién con alto Vc.
A pesar de no poder establecer una asociacion causal directa entre los
hallazgos observados en el tejido cerebral y el desarrollo de alteraciones
cognitivas, los autores sugieren que el efecto modulador sobre la respuesta
inflamatoria que ejerce la ventilacion protectora, podria tener un impacto sobre

el desarrollo de procesos neuroinflamatorios.
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1.3. INTERACCION PULMON-CEREBRO EN EL PACIENTE
VENTILADO

1.3.1. DE CEREBRO A PULMON

El analisis de la compleja interaccidn entre 6rganos en el enfermo critico
es de crucial importancia para garantizar una optimizacion del abordaje clinico
de estos pacientes, que debe enfocarse a minimizar las complicaciones
derivadas de su manejo. En esta linea, el estudio del eje pulmdn-cerebro ha

sido objeto de atencion en los ultimos anos [49].

En el area de la medicina intensiva, existen multitud de trabajos clinicos
y experimentales, que han investigado los mecanismos fisiolégicos y
moleculares que se desencadenan como consecuencia de la existencia de
lesiones cerebrales [50-54]. Numerosos estudios describen el desarrollo de
complicaciones pulmonares en pacientes con lesion cerebral aguda y se ha
visto, que existe una relacion entre la lesion cerebral aguda y el aumento de la
susceptibilidad del pulmén a la lesion inducida por la VM o por isquemia-
reperfusion, entre otros fendmenos [52, 55-57]. Segun dos estudios
retrospectivos de Pelosi [52] y Kahn [58], hasta 1/3 de pacientes con lesién
cerebral desarrollan LPA, resultando en un peor pronéstico y un aumento de la
mortalidad. A nivel experimental, en un modelo de conejos llevado a cabo por
nuestro grupo, la induccidon de lesidon cerebral masiva incrementd la

susceptibilidad del pulmén al desarrollo de edema y VILI [51].

Las complicaciones pulmonares secundarias al desarrollo de lesion
cerebral pueden asociarse a diversas causas. En primer lugar, el edema
pulmonar neurogénico, probablemente relacionado con la lesion del centro
vasomotor hipotalamico, produce una liberacion masiva de catecolaminas. Esta
activacion adrenérgica, induce una fuerte vasoconstriccion pulmonar, que
favorece el incremento de la presion hidrostatica pudiendo derivar en la
disrupcidén de la barrera alvéolo-capilar, incrementando la permeabilidad y la
extravasacion de agua y proteinas [53, 54]. En segundo lugar, la propia
respuesta inflamatoria secundaria a la lesidon cerebral podria inducir la
activacion de las células de la microglia y astrocitos, que son claves en la

respuesta del SNC [59]. Una vez activados, ambos subtipos celulares son
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capaces de producir y liberar una gran variedad de moléculas implicadas en la
iniciacion y regulacion de la respuesta inflamatoria (entre otras, citoquinas pro y
anti inflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesion celular, prostaglandinas
y tromboxanos). Uno de los posibles efectos de esta liberacion de moléculas
proinflamatorias, es el aumento de la permeabilidad de Ila barrera
hematoencefalica. La extravasacién de mediadores inflamatorios al sistema
circulatorio puede contribuir a su vez la propagacion de la inflamacion en

organos distales y en ultima instancia, al desarrollo de SDMO.

Wu S y col. [53], evaluaron en un modelo experimental de hemorragia
cerebral masiva, el papel de la cascada inflamatoria originada en el cerebro,
sobre la respuesta inflamatoria pulmonar. En aquellos grupos sometidos a
hemorragia cerebral, se observd un aumento significativo de moléculas
proinflamatorias (principalmente ICAM-1 y factor tisular) tanto a nivel cerebral
como en pulmoén. La histopatologia pulmonar revelé a su vez signos de dano
pulmonar, incluyendo infiltracion de neutréfilos y ruptura de estructuras
alveolares. Estos resultados avalan la teoria sobre el papel de los mediadores
inflamatorios en la induccién de la lesion pulmonar secundaria a la hemorragia

cerebral (Figura 2).

Vias neurales
y humorales
LPA/SDRA Trauma
VM. Patologias SNC
Sepsis . Infeccién

LIBERACION DE
MEDIADORES
INFLAMATORIOS

LESION PULMON -6 TNF-a
Inflamacion
Reclutamiento PMN
Rotura barrera alveolo-
capilar
Edema pulmonar

IL-1B
LESION CEREBRAL
Inflamacion
Liberacion catecolaminas
M Presion intracraneal
Dafio neuronal
Deterioro neurocognitivo

Figura 2. Esquema representativo de la comunicacidon cerebro-pulmoén en el paciente
critico. LPA= lesion pulmonar aguda, SDRA= Sindrome de distrés respiratorio
agudo, VM= Ventilacion mecanica, PMN= células polimorfonucleares, SNC= sistema
nervioso central.
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1.3.2. DE PULMON A CEREBRO

Si bien parece evidente la existencia de un eje de comunicacién cerebro-
pulmén en el contexto del dafio pulmonar secundario en el paciente
neurolégico, los datos existentes sobre los mecanismos de comunicacién en
sentido contrario son mas escasos. Pocos estudios han explorado los circuitos
a través de los cuales lesiones en 6rganos distales como el pulmén, pueden
llegar a afectar al SNC, incluyendo los efectos neurolégicos tempranos

asociados a la VM y la importancia de la estrategia ventilatoria utilizada [2, 48].

Algunos aspectos del manejo ventilatorio pueden tener implicaciones
patofisioldgicas relevantes en aquellos pacientes criticos con lesion pulmonar o
neurolégica. La hipoxemia, la duracién de la VM o el desarrollo de inflamacion,
son factores de riesgo que han sido relacionados con los déficits
neuropsicolégicos descritos en los pacientes post-UCI [20] y que estan
estrechamente relacionados con la ventilacion. El efecto de la hipoxia cerebral
y su relacidon con déficits en la memoria, ha sido ampliamente estudiado tanto
en pacientes con diversas patologias como en modelos animales [7, 15, 16, 48,
60]. Aunque los mecanismos fisiopatolégicos de esta asociacion no estan del
todo claros, una de las teorias mas aceptada es que los déficits cognitivos,
podrian ser consecuencia de lesiones en el hipocampo, un area especialmente
vulnerable a la hipoxia y uno de los principales centros de memoria y
aprendizaje [48, 61-63]. Es dificil concluir si en los pacientes de SDRA, la
hipoxemia refractaria, un fenémeno comun en esta patologia, es el principal
mecanismo responsable del deterioro neuroldgico. Posiblemente, el deterioro
observado no es un efecto exclusivo de la hipoxia, y podria incluir otros

aspectos relacionados con la VM y sus efectos sobre la respuesta inflamatoria.

La estrategia ventilatoria puede afectar al SNC no sélo por su efecto
sobre los niveles de oxigenacion cerebral sino también a través de la
modificacién de la respuesta inflamatoria y/o la alteracion del flujo sanguineo
cerebral. Acorde con esa hipdtesis, Bickenbach y col. [7] demostraron en un
modelo experimental en cerdos, que la combinacién de VM e hipoxia por LPA,
resultaba en un mayor compromiso neurolégico funcional, que la VM e hipoxia
per se (sin lesién pulmonar). Ademas de los déficits neuroldgicos, los animales

con LPA mostraron signos de infiltracion perivascular en determinadas areas
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del hipocampo y nucleo estriado, asi como un ligero aumento en los niveles de
mediadores inflamatorios plasmaticos. En sintesis, los autores postulan que las
deficiencias neurocognitivas observadas en los pacientes con LPA/SDRA,
podrian estar mas relacionados con los efectos inflamatorios derivados de la
VM, que no con los mecanismos de lesion neuroldgicos asociados propiamente
a la hipoxia. A pesar de estos hallazgos, no se puede descartar que la
hipoxemia influya en el desarrollo de la afectacion neuroldégica ya que
posiblemente, el deterioro cognitivo del paciente, sea el resultado de la sinergia

de varios factores simultaneos.

También el eje neuroinmunoendocrino puede tener un papel relevante
en la comunicacién pulmon-cerebro durante la VM. Entre el SNC vy el sistema
inmune existe una interaccion dinamica y bidireccional, en la que las citoquinas
ejercen como los mediadores principales [64]. Estas moléculas inflamatorias
pueden llegar al cerebro a través de rutas humorales o neurales
(principalmente a través del nervio vago), provocando una reaccion de
respuesta del SNC ante el proceso inflamatorio. En este contexto, sabemos
que la VM es capaz de desencadenar una respuesta inflamatoria con la
consiguiente liberacion de citoquinas al torrente sanguineo. Algunas de estas
citoquinas, como el TNF- a, la IL-1B o la IL-6, pueden alcanzar el cerebro
atravesando la barrera hematoencefalica (BHE) mediante sistemas de
transporte activo o bien introduciéndose a través de los denominados 6rganos
circunventriculares (CVO) [59, 65] (areas cerebrales donde la BHE es
inexistente o discontinua). Se ha demostrado que el complejo vagal dorsal,
formado por el nucleo del tracto solitario (NTS), el nucleo motor dorsal del vago
y el area postrema (un CVO), es capaz de responder a un aumento de los

niveles de TNF-a circulantes, alterando la actividad motora del vago [64].

La informacion del estado inflamatorio periférico también puede llegar al
SNC a través de sefiales sensitivas aferentes del nervio vago (via neural), asi
como por otras vias ascendentes. Estudios electrofisioldgicos han indicado que
las aferencias vagales pueden ser activadas por citoquinas asi como por
mecanorreceptores, quimiorreceptores y otros sensores de temperatura y
osmolaridad [64]. Estas vias, actuan como sensores del estado general del

organismo, y son capaces de activar rapidas respuestas, en presencia de bajos
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niveles de mediadores inflamatorios. Una vez activadas, las sefiales viajan a
través de las fibras sensitivas ascendentes del vago, realizando sinapsis en el
NTS y desde alli la informacién es transferida a otras estructuras cerebrales
[66]. En respuesta a estas sefales, el SNC responde ejerciendo un efecto
neuroinmunomodulador en la inflamacién local y sistémica a través de la
llamada “via colinérgica antiinflamatoria” [64]. Las eferencias vagales estimulan
la liberacién de acetilcolina (Ach), uno de los principales neurotransmisores
parasimpaticos y ésta, a su vez, actua uniéndose a la subunidad a7 del
receptor nicotinico de Ach de los macrofagos activados e inhibe la produccién

de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y TNF- a, entre otras [64].

Ademas de la via antiinflamatoria colinérgica, la regulacion neuronal de
la respuesta inmune incluye la accion de otras rutas centrales simultaneas. El
NTS puede transmitir las sefiales aferentes recibidas a otras areas cerebrales
involucradas en la activacién del eje hipotalamico-hipofisario- adrenal o el
sistema nervioso simpatico, con la subsecuente liberacion de glucocorticoides y
catecolaminas. Estos mediadores, también actuan como
neuroinmunomoduladores de la inflamacién, inhibiendo la liberacion de

citoquinas por los macrofagos [64].

El descubrimiento de los mecanismos de modulacion de la inflamacion
por la via colinérgica antiinflamatoria ha supuesto un importante avance en el
estudio de patologias asociadas a procesos inflamatorios y representa una
importante diana en el desarrollo de nuevas terapias. Dos Santos et al [67]
demostraron en un modelo experimental de VILI, que asi como la inhibicién de
la actividad del vago potenciaba los efectos deletéreos de la VILI, su
estimulacion reducia los efectos apoptéticos e inflamatorios derivados de la
misma. Los mismos autores, proponen la potenciacion del reflejo colinérgico,
mediante estimulacion eléctrica o farmacolégica, como posible tratamiento en

pacientes con VILI.

A pesar de los progresos en la comprension del papel de la via
colinérgica, aun existen muchos interrogantes sobre los mecanismos
involucrados en la interaccion pulmoén-cerebro en el contexto de la VM. En este
sentido, son pocos los estudios que han investigado a nivel molecular, el efecto

de la VM sobre el cerebro. Un mayor conocimiento de los procesos que
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convergen en el pulmon ventilado y su potencial rol patogénico sobre el
cerebro, podria ser fundamental a la hora de definir las estrategias terapéuticas
capaces de minimizar el impacto de la ventilacion en el paciente critico tanto a

nivel pulmonar como neuroldgico.

39



Introduccién

1.4. C-FOS

En 1982 Curran y colaboradores aislaron por primera vez el gen viral “v-
fos”, identificandolo como el elemento responsable de inducir el osteosarcoma
murino FBJ (Finkel, Biskis y Jinkins) [68]. Poco después, el mismo grupo
demostré la existencia de su variante celular, el protooncogen c-fos. Este gen,
codifica para la proteina c-Fos, una fosfoproteina nuclear de 62kDa, que actua
formando heterodimeros con proteinas de la familia c-Jun, para formar el
complejo de transcripcion funcional AP-1 (del inglés “Activator Protein 17). AP-1
participa en la regulacién de la transcripcion de multiples genes involucrados
tanto en procesos de proliferacion, diferenciacién celular o apoptosis, como en
la respuesta a diferentes estimulos como factores de crecimiento, citoquinas,

neurotransmisores, radiacién ultravioleta o estrés [69, 70].

Tanto c-fos como c-jun pertenecen a la extensa familia de genes de
expresion temprana IEG (de sus siglas en inglés “Inmediately Early Genes”).
Los IEG se activan rapida y temporalmente en respuesta a cascadas de
sefalizacion intracelular originadas por multiples estimulos fisiopatolégicos
externos. La rapida induccion de los IEG se explica por la presencia de factores
de transcripcion constitutivos preexistentes en la célula quiescente o no
estimulada, que se activan en respuesta a determinadas sefiales, de manera
que no se requiere la sintesis previa de proteinas [71]. Aunque existen algunos
tejidos o condiciones bajo los cuales hay una expresion constitutiva
relativamente elevada de c-fos, como es el caso de determinados tejidos
embrionarios o células tumorales, en la mayoria de células, los niveles de
expresion de c-fos son practicamente indetectables. En estos casos, su
expresion es inducida por una amplia variedad de estimulos, que permiten a la

célula integrar cambios que se producen a nivel extracelular [72].

La regulacion de la expresion del gen c-fos se encuentra sujeta a un
estricto control orquestado a varios niveles. A nivel transcripcional, el
heterodimero formado por c-Fos y c-Jun actia como inhibidor de su propia
expresion. Una vez transcrito, el ARN mensajero (ARNm) resultante se
transloca desde el nucleo hasta al citoplasma para ser traducido a proteina y

posteriormente degradarse, situandose su vida media entre los 10 y 15 min.
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Una vez sintetizada, la proteina c-Fos, migra rapidamente al interior del nucleo
donde formara dimeros con miembros de la familia Jun para producir el factor
AP-1. Al igual que su mensajero, la proteina c-Fos es altamente inestable,
encontrandose su pico maximo de expresion entre los 90 y 120 minutos tras el

estimulo [73].

Desde su descubrimiento en 1982, la proteina c-Fos ha sido objeto de
numerosos estudios. Su rapida induccién tras diferentes estimulos unida a su
baja expresion en condiciones basales, o han convertido en uno de los
marcadores de actividad neuronal mas utilizados en neurobiologia [74]. Se han
realizado multitud de estudios de mapeo funcional utilizando c-Fos como
marcador de activacion neuronal, contribuyendo enormemente en el
conocimiento de la respuesta del SNC frente a multiples situaciones [68, 71,
75-78]. Se ha descrito la implicacion de c-Fos en procesos de actividad
eléctrica y metabdlica asi como en condiciones patoldgicas tales como
isquemia o inflamacion [72, 77]. Asimismo, diversos estudios neurofisioldgicos,
han relacionado la induccién de esta proteina con procesos de aprendizaje,

memoria o plasticidad neuronal [79, 80].

En base a estas caracteristicas funcionales y a la dinamica temporal de
su expresion, en la presente tesis, se ha utilizado la proteina c-Fos como
herramienta para evaluar los posibles cambios neurolégicos tempranos

asociados a la aplicacion de VM.
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Justificacion y objetivos

2.1. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Hasta un tercio de pacientes criticos presentan alteraciones
neuropsicolédgicas al alta de su estancia en UCI [4, 9]. Este porcentaje se ve
aumentado en aquellos pacientes que han requerido soporte ventilatorio [7].
Muchos aspectos del manejo de la VM, tienen implicaciones relevantes en los
pacientes criticos, tanto a nivel pulmonar como en 6rganos distales [32, 33, 81].
La estrategia ventilatoria utilizada, puede desencadenar una respuesta
inflamatoria que podria llegar a afectar al SNC y estar involucrada en el
desarrollo de los déficits neurocognitivos observados en estos pacientes. En
este contexto, numerosos estudios clinicos y experimentales han demostrado
que el uso de estrategias de ventilacion protectora, basadas en la aplicacion de
V¢ y una PEEP adecuada, tiene un efecto beneficioso en la funcién pulmonar y
el prondstico de los pacientes con lesién pulmonar. Es necesario conocer los
factores que pueden intervenir en el desarrollo de las alteraciones cognitivas
adquiridas en el paciente critico. Segun nuestra hipétesis, la optimizacion de la
estrategia ventilatoria podria tener efectos beneficiosos, mas alla de la funcién
pulmonar, en la prevencibn de la aparicion de futuras alteraciones

neurocognitivas.
2.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes anteriormente descritos, los

objetivos de la presente tesis son:
OBJETIVO GENERAL

Investigar la influencia del patrén ventilatorio en la respuesta inflamatoria
(local y sistémica) y en la activacion neuronal en dos modelos experimentales

en ratas.

OBJETIVOS CONCRETOS

1. Explorar el efecto de un patrén ventilatorio lesivo por V¢ elevado. (Trabajo I)

2. Evaluar el efecto modulador de la PEEP durante la ventilacion con V¢ bajo,

en un modelo experimental de instilacién intratraqueal de LPS. (Trabajo Il)
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Todos los experimentos incluidos en esta tesis doctoral fueron
aprobados por la Comisiéon de Etica en Experimentacion animal de la
Universidad Autonoma de Barcelona y se han llevado a cabo de acuerdo con
las directrices de la normativa europea (“Principles of laboratory animal care”,
European Communities Council Directive 86/609/EEC y “European Commission

Directive 2010/63/EU for animal experimentation”).

Sujetos a estudio

En todos los experimentos presentados en esta tesis se utilizaron ratas
macho adultas de la cepa Sprague-Dawley de aproximadamente 350 gramos
de peso (348132 gr.), estabuladas en condiciones estandar, a temperatura de
22°C, ciclo de luz/oscuridad de 12 horas y con acceso ad libitum a comida y

agua.

3.1. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO Y MONITORIZACION

En este apartado se describen los procedimientos comunes a los dos trabajos

que integran esta tesis.

3.1.1. ANESTESIA, CIRUGIA E INSTRUMENTACION

Los animales fueron anestesiados con una combinacién de ketamina
(75mg/kg, Parke-Davis, Espana) y xilacina (10mg/kg, Rompun, Bayer, Espafia)
por via intraperitoneal (i.p). Una vez comprobado un nivel de anestesia

profundo y en posicién supina, se iniciaba el siguiente procedimiento quirurgico:

1. Diseccion de arteria cardtida izquierda e insercion de catéter para la
monitorizacion de la presion arterial y para la extraccion de muestras a
lo largo del estudio para la valoracién del intercambio gaseoso.

2. Canulacion de la vena yugular derecha para la administracion de fluidos
a razéon de 10 mil/kg/hora a lo largo de todo el procedimiento

experimental.
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3. Traqueotomia e insercién de un tubo endotraqueal de 22 mm de
diametro, fijado a la traquea con una seda para evitar fugas de aire y
conexion del tubo endotraqueal al ventilador Servo 300 (Siemens, Solna,
Sweden)

4. Relajaciéon muscular mediante succinilcolina por via intravenosa (i.v) (2
mi/kg) al iniciar la ventilacion mecanica en modalidad controlada por
volumen (VCV) fijando el volumen corriente (V¢) en el ventilador, segun

el protocolo experimental.

3.1.2. MONITORIZACION

- Presion de la via aérea: se monitorizé a nivel de tubo traqueal mediante un
transductor de presion (Valydine MP45, Valydine Engineering, Northridge,
CA) y se amplifico (Presograph, Gould Godart, Netherlands).

- Presion arterial: el catéter insertado en la arteria carétida se conecté a un
transductor de presion (Transpac Monitoring Kit; Abbot, Sligo, Ireland).

Las sefiales de presion sanguinea y de la via aérea, fueron digitalizadas

y almacenadas en formato electronico para su posterior analisis (Anadat-

Labdat Software, RTH InfoDat, Montreal, QC, Canada).

3.1.3. VARIABLES FISIOLOGICAS EVALUADAS

- Hemodinamica y mecanica pulmonar: Se tomaron registros de los valores
de presion arterial media (PAM) y parametros indicativos de la mecanica del
sistema respiratorio, al final del periodo de estabilizacion (valores basales) y
cada hora tras la randomizacion.

- Gasometrias arteriales: Los valores de PO,, PCO, y pH se obtuvieron en
muestras de sangre arterial (0,2 ml) que se analizaron en un equipo

Radiometer NPT7 (Radiometer, Copenhague, Dinamarca).

Los datos de mecanica pulmonar nos aportan informacion precisa sobre
el estado del sistema respiratorio y permiten explorar su evolucién a lo largo de

todo el procedimiento experimental.
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Las determinaciones de la mecanica pulmonar se obtuvieron analizando
los registros de las maniobras de oclusidn inspiratoria y espiratoria, con el fin

de adquirir los siguientes valores:

- Presién pico: presion maxima generada en la via aérea al introducir el aire
en cada ciclo respiratorio (Figura 3).

- Presion meseta o plateau (Pplat): Durante la pausa inspiratoria, el sistema
individuo - ventilador queda cerrado y en condiciones estaticas, de forma
que el aire introducido, se distribuye por los alvéolos permitiendo el
equilibrio de presiones entre las diferentes zonas pulmonares. La presion
que se mide en ese momento se denomina presién meseta o plateau y se
corresponde con la presion alveolar maxima (Figura 3).

- Compliancia del sistema respiratorio (Crsest) 0 distensibilidad pulmonar: se
define como el cambio de volumen secundario a un cambio de presion
aplicado en el sistema respiratorio o viceversa. En VM, la Crscs se calcula
segun la férmula: Crsesi= Vc/( Pplat — PEEP)

Un aumento de la presion transtoracica para un V¢ y un nivel de PEEP
determinados, es indicativo de una disminucion de la Crsest ¥ por tanto

refleja menor distensibilidad del pulmaén.

' Presion pico

—_ <«-=2221 pico _ _ _ _ ________.
O" Resistencia
I Pplateau oo
£ o via aérea
S (presionalveolan) _ ¥°
= 7y
0
(7]
2 .
o 1

! Y _PeEP

I -

Inspiracién Pausa | Espiracién Tiempo
inspiratoria |

Flujo (L/min)

Figura 3. Curva presion-flujo durante la VM en modo de ventilacion
controlada por volumen.
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3.2. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

- Plasma: Al final del periodo experimental los animales fueron eutanasiados
por exanguinacion a través de la via de la arteria carotida izquierda. El
volumen de sangre recuperado de cada animal fue de aproximadamente
unos 7 ml. Tras centrifugacion de la sangre durante 10 minutos a 3500 rpm
y 4°C, se recuperd la fraccion correspondiente al plasma, que fue congelado
en alicuotas a -80°C para posteriores determinaciones.

- Pulmén: Se extrajo el bloque pulmdn-corazén.

o Pulmén izquierdo: se proceso para analisis histolégico
o Pulmén derecho: se congeldé inmediatamente para su
conservacion hasta las determinaciones moleculares

- Cerebro: fue extraido cuidadosamente y congelado en bafio de isopentano
enfriado con nitrégeno liquido, para conservacién a -80°C hasta el momento

de su procesamiento y analisis.

3.3. ANALISIS HISTOLOGICOS Y MOLECULARES

3.3.1. HISTOLOGIA PULMONAR

Los pulmones izquierdos se fijaron mediante instilacién traqueal de
formaldehido al 4% (Panreac, Spain) a una presion de 5 cmH20 e inmersion en
el mismo fijador durante 24 horas. Posteriormente, se incluyeron en parafina y
se realizaron cortes de 5 um, que fueron tefidos con hematoxilina-eosina para
su posterior analisis microscopico. Dos investigadores ajenos a los grupos
experimentales, calcularon el grado de lesién histologica y la infiltracidon
intraalveolar de neutréfilos. Para determinar el grado de lesién histoldgica se
utilizé un score de lesiéon pulmonar (LIS, del inglés Lung Injury Score) basado

en la puntuacion del 0 al 4 de los siguientes parametros:

a) Infiltracidn de neutrdfilos
b
c

d

Edema alveolar

Hemorragia perivascular

)
)
)
)

Engrosamiento de la pared alveolar
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De esta manera, la puntuacion maxima que se obtenia era de 16 (dafio
histologico severo) y la menor de 0 (sin lesion aparente). La infiltracion
intraalveolar se evalué contabilizando el numero de neutréfilos presentes en 50
campos a 400 aumentos. Las imagenes eran capturadas digitalmente utilizando
una camara DFC320 acoplada a un microscopio 6ptico (Leica DM2500) vy
posteriormente, eran analizadas utilizando el programa de analisis de imagen
Imaged v1.40g (Wayne Rasband, NIH, USA).

3.3.2. EVALUACION DE LA APOPTOSIS EN PULMON MEDIANTE ENSAYO
TUNEL

El ensayo enzimatico de TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT)- mediated dUTP nick end-labeling) se utiliza para el estudio
de la apoptosis, mediante la deteccién directa del DNA fragmentado,
caracteristico de las células apoptdticas. En los extremos 3’-OH de las cadenas
de ADN rotas, se incorpora desoxiuridina trifosfato (dUTP) marcada con
fluorescencia, utilizando wuna enzima transferasa terminal (TdT). La

fluorescencia emitida se puede valorar mediante microscopia.

Se utilizd el Kit comercial “In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein”
(Roche Applied Science, Spain), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
utilizaron secciones parafinadas de pulmén de 5 um de grosor. Tras
desparafinar e hidratar, los cortes se permeabilizaron mediante incubacién con
proteinasa K (Dako, Agilent Technologies, Spain) a 37°C durante 30 min. Tras
lavados en tampén fosfato salino (PBS), las secciones fueron incubadas con la
mezcla de reaccion de TUNEL, formada por dUTP y la enzima TdT, durante 1
hora a 37°C y en oscuridad. Tras parar la reaccion mediante lavados de PBS,
las preparaciones fueron montadas con medio Fluoromount™ Aqueous
Mounting Medium (Sigma-Aldrich) y visualizadas bajo microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse Ti, Nikon Corp., Tokyo, Japan) utilizando una onda
de excitacion de 450nm. Se capturaron imagenes de entre 10 y 15 campos de
cada secciéon de pulmén a 100 aumentos de magnitud y se cuantificaron las
células positivas para TUNEL (ImageJ 1.40g, Wayne Rasband, NIH, USA). Los

resultados se expresaron en numero de células positivas por campo.
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3.3.3. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE C-FOS EN CEREBRO

3.3.3.a. Procesamiento del cerebro y seleccion de las areas de interés

En primer lugar, se seleccionaron las areas de interés y se localizaron
utilizando un atlas estereotaxico (“The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates”
[82]) con el fin de acotar las zonas de corte (Tabla 3). Se realizaron secciones
coronales del cerebro, de 20 ym de grosor siguiendo el eje rostrocaudal
mediante un criostato Leica CM1900 (Leica Microsystems, Spain). De cada
area, se recogieron varios cortes correlativos, una parte se utilizé para la
identificacion de las areas de interés (tincidén con violeta de cresilo) mientras

que el resto se reservo para inmunohistoquimica (IHQ) de c-Fos.

Zona Localizacién Area

Nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN)

Amigdala central (CeA)

Hl Imteramral

SRS U S M I Nucleo supradptico (SON)
Bregma -1,80

By Hipocampo (HC)
% Talamo
Corteza Retrosplenial (RS)
P b
2 — ~ Nucleo del Tracto Solitario (NTS)
Ml Interaora -}"‘h_-fh\.h__ L L--

Bregma -14,04

Tabla 3. Localizacion de las areas cerebrales de estudio. En las figuras de la seccién
sagital, la linea perpendicular al plano indica la localizacién de la zona de corte y sus
coordenadas respecto el punto Bregma. Las tres zonas seleccionadas, incluian todas las
areas de interés. (Sagital section figures. Paxinos & Watson, 2007)
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3.3.3.b. Protocolo de inmunohistoquimica para c-Fos

La técnica de IHQ se basa en la capacidad de los anticuerpos de unirse
especificamente a un antigeno de la proteina contra la que van dirigidos. El
complejo antigeno-anticuerpo primario, puede visualizarse de forma indirecta
utilizando un anticuerpo secundario capaz de unirse especificamente al
anticuerpo primario. Para poder detectarlo, el anticuerpo secundario debe estar
previamente conjugado con alguna molécula que permita su deteccion. En
nuestro caso, utilizamos un anticuerpo secundario conjugado con biotina y la
deteccion se llevd a cabo mediante el método inmunohistoquimico de la
avidina-biotina-peroxidasa (método ABC). Este complejo avidina-biotina-
peroxidasa se une fuertemente al anticuerpo secundario biotinilado a través de
las moléculas de avidina, que tienen una alta afinidad por la biotina.
Finalmente, se afade un sustrato de la enzima peroxidasa (el peroxido de
hidrogeno) y la reaccidén resultante hace precipitar un cromogeno. En este
ensayo, utilizamos el cromégeno tetraclorhidrato de 3,3’ diaminobencidina
(DAB), cuyo precipitado tiene una coloracion marronacea, facilmente detectable

por microscopia.

Como control positivo, se afiadié una seccion del mismo tejido (cerebro
de rata), en la que se habia caracterizado anteriormente la presencia de la

proteina c-Fos.

En primer lugar, las secciones se post-fijaron en una solucién de
paraformaldehido al 4% (Panreac, Spain) en PBS durante 15 minutos. Tras
varios lavados en PBS, se incubaron en una solucion de peréxido de hidrogeno
(H202) al 1,5% en PBS, con el fin de inactivar la actividad de la peroxidasa
endégena. Posteriormente, se bloquearon las uniones inespecificas con una
solucién compuesta por suero normal de cabra al 5%, clara de huevo al 3,5% y
Triton X-100 al 0,35% en PBS. Seguidamente se les aplicé una solucion de
Biotina al 0,01% (Biotin, 299% (TLC), Sigma-Aldrich) para saturar los sitios de
union de la biotina. Tras varios lavados con PBS, las secciones se incubaron
overnight a 4°C en camara humeda, con un anticuerpo policlonal contra c-Fos
hecho en conejo (sc-52, Sta Cruz Biotechnology, USA), a una concentracion de
1:250 en solucién de PBS. Como control negativo, se anadié una muestra sin

anticuerpo primario. Tras ese tiempo, las secciones se lavaron en PBS, y se
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sometieron a incubacion de 1 hora y temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario, un anti-lgG de conejo biotinilado desarrollado en cabra (Vector
Lab, USA). Tras lavados, las secciones se trataron con el reactivo ABC
(compuesto por avidina y peroxidasa biotinilada) del kit Vectastain Elite kit
(Vector Laboratories, USA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. El
revelado de la actividad peroxidasa se realizé con DAB al 0,05% (Sigma-
Aldrich, Spain) y H20, al 0,01% en PBS, durante 4 minutos y en oscuridad. Una
vez transcurrido el tiempo de revelado, la reaccion era detenida mediante

lavados en PBS y agua corriente.

Por ultimo, las secciones fueron deshidratadas pasando por una bateria
de alcoholes a concentraciones crecientes (50%, 70%, 80%, 96% y 100%) y
xileno, y finalmente, montadas con cubreobjetos utilizando medio de montaje
hidrofébico DPX (Panreac, Spain).

3.3.3.c. Captura de imagenes, analisis y cuantificacion de c-Fos

Las imagenes se capturaron mediante microscopio optico Leica DM2500
equipado con una camara digital DFC320 (magnificacién 20X). Las imagenes
digitalizadas se analizaron utilizando el software de analisis ImagedJ v1.40g
(Wayne Rasband, NIH, USA). Previo a la cuantificacion de células positivas
para c-Fos, se delimitaba el area de estudio de cada una de las regiones de

interés, con el fin de que el contaje fuera equivalente en todas las secciones.

Se consideraron que las células eran inmunopositivas tomando como
criterios la intensidad de la sefal y el tamaio de los nucleos celulares. Para
semicuantificar automaticamente las células positivas, las imagenes fueron
procesadas utilizando el software ImageJ. Los resultados se expresan como

numero de células positivas por area o region de interés.
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3.3.4. DETERMINACION DE CITOQUINAS Y QUIMIOCINAS EN PLASMA Y
PULMON

3.3.4.a. Extraccidén y cuantificacion de proteinas en tejido pulmonar

Las muestras de tejido pulmonar se homogeneizaron en un buffer de
lisis (Tris pH=7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, CaCl2, 1mM de
ortovanadato de sodio) con cdctel inhibidor de proteasas (Complete Mini EDTA-
free, Roche), mediante un sistema de homogeneizacibn mecanico. A
continuacion, los homogeneizados se centrifugaron a 12000rpm y 4° C durante
20 minutos. Se recuperd el sobrenadante con la fraccion proteica y se congeld
en alicuotas a -80°C hasta el momento de su utilizacion para cuantificacién de

proteinas totales y determinacién de citoquinas.

La cuantificaciéon de proteinas totales, se llevdo a cabo por el método
colorimétrico de Bradford utilizando el reactivo de Bio-Rad (Protein Assay Dye
Reagent Concentrate, Bio-Rad). Este método se basa en la unién del colorante
Comassie Blue G-250 a las proteinas. El colorante sin proteinas presenta una
coloracion anaranjada, pero una vez se une a los grupos amino de las
proteinas, vira a un color azul intenso en proporcidon de la cantidad de proteina.
Esta reacciéon se mide por absorbancia a 595nm y tiene una reaccion lineal
dentro de determinadas concentraciones. Los datos de absorbancia son
referidos a una curva de calibracion construida con diferentes concentraciones
conocidas de albumina sérica bovina. La reaccién se llevd a cabo en
microplaca de 96 pocillos y para su lectura se utilizdé un lector de microplacas
MultiSkan Ex (Thermo Scientific).

3.3.4.b. Ensayo ELISA y Tecnologia LUMINEX

En el Trabajo |, las determinaciones de los niveles de: TNF-o, MIP-2, IL-
6, IL-1B, MCP-1 y IL-10 en plasma y tejido pulmonar, se realizaron mediante
técnica de ELISA (del inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”, Ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas). Esta técnica permite fijar a un soporte
soélido un anticuerpo monoclonal frente a la citoquina de interés; a continuacion

se anade un segundo anticuerpo marcado enzimaticamente que cataliza esa
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reaccion y se genera un producto cuya intensidad de color se mide por

espectrofotometria.

Se utilizaron kits comerciales de ELISA del proveedor Biosource
(Biosource, Camarillo, USA). Todas las muestras, estandares y controles se
analizaron por duplicado en microplacas de 96 pocillos, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los resultados fueron leidos con un lector de

microplacas (Bio-Rad) a una longitud de onda de 550nm.

En el Trabajo II, las mediciones de citoquinas y quimiocinas se llevaron a
cabo mediante un inmunoensayo multiplexado utilizando la tecnologia
Luminex® (Luminex 200 System, Luminex, Austin, TX, USA). Este sistema,
basado en los principios de la citometria de flujo, permite analizar hasta cien
analitos simultaneamente, en una misma muestra/pocillo. Disefiamos un panel
personalizado para determinar las citoquinas IL-18, IL6, IL-10, MCP-1 y TNF-a
en un mismo ensayo (RCYTO-80K MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine
Panel, Millipore Corp., Billerica, MA). Todas las muestras, estandares y
controles se analizaron por duplicado y siguiendo las instrucciones del

fabricante.

En ambos ensayos (ELISA y Luminex®) las concentraciones de
citoquinas se expresaron en pg/ml en las muestras de plasma y pg/mg de

proteina total en las muestras de tejido pulmonar.
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3.4. PROTOCOLOS DE VM Y GRUPOS EXPERIMENTALES

3.4.1. TRABAJO |. EFECTOS DE UN PATRON DE VENTILACION LESIVO
MEDIANTE Vc ELEVADO

Una vez finalizado el procedimiento quirdrgico y la instrumentacién
(descrita anteriormente), los animales fueron distribuidos aleatoriamente, en
funcidbn de la modalidad ventilatoria aplicada, en los siguientes grupos

experimentales (8 animales por grupo)

1. Basal (BAS): Animales no ventilados mecanicamente. Los animales se
sometieron a eutanasia por exanguinacion inmediatamente después de la
anestesia.

2. V¢ bajo (LVt): Animales ventilados con un V¢ de 8 mi/kg y PEEP de 0
cmH,0 (ZEEP), durante 3 horas.

3. V¢ elevado (HVt): Animales ventilados con un V¢ de 30 mi/kg y ZEEP,
durante 3 horas. Para mantener la normocapnia sin tener que disminuir la
frecuencia respiratoria en este grupo, aumentamos el espacio muerto
instrumental.

A posteriori se incorporé un grupo adicional de ratas en respiracion
espontanea (grupo Spont) con el objetivo de discriminar el efecto de la
instrumentacion (traqueostomia, VM y canulacion) sobre la activaciéon neuronal.
Los animales de este grupo, fueron anestesiados y sometidos al mismo
procedimiento quirdrgico que los animales ventilados (canulacién vy
tragueotomia), pero no se conectaron al respirador, y se mantuvieron en

respiracion espontanea.

Tanto los grupos ventilados como el grupo de respiracion espontanea,
recibieron idénticos patrones de anestesia e infusién de fluidos (Ringer-Lactato,

a razén de 10ml/kg/h) durante las 3 horas del protocolo experimental.
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En un paso previo al inicio del estudio, todos los animales de los grupos
ventilados (LVt y HVt) se sometieron a un periodo de estabilizacion en el que
se recibian una VCV con V¢ de 8 ml/kg, PEEP 2 cmH,0, fraccion inspirada de
oxigeno (FiOy) de 0.4, ratio de tiempo inspiracion/espiracién (I:E) 1:2 y
frecuencia respiratoria ajustada para mantener normocapnia. Tras un periodo
de estabilizacion de 15 minutos en estas condiciones, los animales de los
grupos LVt y HVt fueron ventilados siguiendo el patron anteriormente descrito.
En la figura 4 se representa un esquema del procedimiento experimental asi

como de los grupos a estudio.

Anestesia

| '

Grupo 5
Instrumentacion
BAS
l v
Eutanasia y recogida Conexion al
: o - ventilador

de muestras

Estabilizacion VM:

15’ V.8 ml/kg
I
* * v
Grupo LVT Grupo HVT Grupo
V.8 ml/kg + ZEEP V.30 ml/kg + ZEEP Spont
A=0
Registros: |
Mecdnica <110

|
Hemodindmica <«1t=2h
|
W=3h ] il v

Eutanasia y recogida de muestras

Gasometrias

Figura 4. Esquema del procedimiento experimental de VM lesiva y distribucion
de grupos experimentales. VM= ventilacion mecanica, V= volumen corriente,
ZEEP= Presion positiva al final de la espiracion de 0 cmH,0.
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3.4.2. TRABAJO Il. EFECTO DE LA PEEP EN UN MODELO DE
VENTILACION CON BAJO V¢

Los procedimientos de anestesia e instrumentacién, son comunes a los
practicados en el Trabajo I. Igual que en el trabajo anterior, una vez finalizado
el procedimiento quirurgico, los animales fueron aleatorizados en los 5 grupos

experimentales que se resumen a continuacién (Tabla 4):

Gr_upo VM PEEP : Instilacion nfgrupo
experimental Vc 7 ml/kg (cmH,0) intratraqueal
BAS - - = 6
SAL-2 + 2 Sol. salina 8
SAL-7 + 7 Sol. salina 8
LPS-2 + 2 LPS 8
LPS-7 + 7 LPS 8

Tabla 4. Distribucion de los grupos experimentales. Los grupos instilados recibieron
un volumen total de 200ul de la solucion correspondiente. VM= ventilaciéon mecanica,
Vc= volumen corriente, PEEP= Presion positiva al final de la espiracion.

Como en el estudio 1, todos los animales con VM superaron una fase de
estabilizacién donde fueron ventilados con un V¢ de 7 ml/kg, PEEP= 2 cmH,0,
una frecuencia de 46 respiraciones/minuto, FiO,=0.4 y ratio I/E 1:2. Una vez
finalizado este periodo de estabilizacién (15 minutos), los animales recibian por
instilacion intratraqueal 200 ug/kg de LPS de E.Coli (serotipo O55:B5, Sigma-
Aldrich, Spain), disuelto en un volumen total de 200 ul de solucion salina
atemperada. En los grupos salinos se instilaba el mismo volumen de la solucion
vehiculo (200 ul de suero salino fisiologico). Para facilitar que el instilado
tuviese una distribucion homogénea en el pulmoén, los animales eran

movilizados a ambos lados en decubito-lateral.

A continuacion, los animales recibian el patron de ventilacion descrito
anteriormente (consistente en un V¢ de 7mi/kg y PEEP de 2 6 7 cmH,0) segun
el grupo experimental, durante 3 horas. Finalizado este tiempo, se registraban
valores de gasometrias arteriales y mecanica pulmonar. La PAM era

monitorizada continuamente a lo largo de todo el proceso.
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En la figura 5 se representa el esquema del procedimiento experimental

y la distribucion de los grupos a estudio.

Anestesia

;

Grupo
BAS

!

Eutanasia y recogida
de muestras

}

Instrumentacién y
conexion al ventilador

Estabilizacién VM (15'):
V. 7 ml/kg + PEEP=2 cmH,0

Registros:
Mecdnica
Hemodindmica

Gasometrias

v v
Instilacion Instilacion
sallino LI|DS
v v v v
Grupo SAL-2 Grupo SAL-7 Grupo LPS-2 Grupo LPS-7
V.7 ml/kg V.7 ml/kg V.7 ml/kg V.7 mi/kg

PEEP=2 cmH,0

. S

{=3h
ev v

PEEP=7 cmH,0

v

PEEP=2 cmH,0

PEEP=7 cmH,0

Eutanasia y recogida de muestras

Figura 5. Esquema del procedimiento experimental de VM con dos niveles de PEEP
tras instilacion intratraqueal de LPS. VM= ventilacion mecanica, V= volumen
corriente, PEEP= Presion positiva al final de la espiraciéon, LPS= lipopolisacarido.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO

En ambos trabajos el tamano de muestra se calculd6 mediante el
programa GRANMO (Granmo 5.2 software, Barcelona, Spain), asumiendo un
error alfa bilateral del 0.5 y un .error beta de 0.2. El analisis estadistico se
realizd6 mediante el programa estadistico SPSS (version 17.0 y 21.0, SPSS Inc.
Chicago, IL, USA) y bajo la supervision de un experto estadistico. Los
resultados estan expresados como la media + el error estandar de la media
(SEM). La homogeneidad de las varianzas de las variables de estudio se
comprobé mediante el test de Levene para aplicar posteriormente el test
adecuado (paramétrico o no paramétrico). Las variables fisioldgicas registradas
a lo largo de todo el procedimiento experimental (PAM, pH, Pa/FiO,, PaCO; y
Crsest) Se compararon utilizando un andlisis univariante de la varianza (ANOVA)
de una via para medidas repetidas. Se considerd significativo un valor de
p<0.05 mientras que valores de p <0.1 fueron considerados una tendencia

aunque sin alcanzar la significacion estadistica.

En el primer trabajo, las variables relacionadas con la inflamacion, la
histologia y la activacion neuronal, fueron analizadas mediante el test no

paramétrico U-Mann-Withney.

En el segundo trabajo, las diferencias entre los animales ventilados y el
grupo basal (no ventilado) se comprobaron mediante un ANOVA seguido de un
test de Dunnett. Las diferencias entre los dos niveles de PEEP (2 y 7 cmH,0)
se analizaron mediante el test t-Student de forma independiente para aquellos
animales que fueron instilados con salino o LPS. El efecto de la administracion

de LPS se evalué también mediante el test t-Student.
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4.1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA VM EN LA ACTIVACION
NEURONAL Y LA RESPUESTA INFLAMATORIA LOCAL Y
SISTEMICA, EN UN MODELO DE VM LESIVA EN RATAS

Los resultados de este primer trabajo, se recogen en la publicacion:

Injurious mechanical ventilation affects neuronal activation in ventilated
rats. Quilez ME, Fuster G, Villar J, Flores C, Marti-Sistac O, Blanch L, Lopez-
Aguilar J. Crit Care. 2011;15 (3):R124. Epub 2011 May 13. (ANEXO |, articulo 1)

4.1.1. RESUMEN

En un primer abordaje sobre los posibles efectos de patrones de
ventilacion mecanica lesiva sobre el cerebro, se compararon dos grupos de
ratas ventiladas respectivamente con V¢= 30 ml/kg (grupo HVt) y Vc= 8 mi/kg
(grupo LVt). Para ello, analizamos el patron de expresidon de la proteina c-Fos,
un conocido marcador de activacion neuronal, en diferentes areas encefélicas.
Asimismo, evaluamos la respuesta inflamatoria desencadenada a nivel local
(pulmoén) y sistémico (plasma). ElI grupo control basal (BAS), formado por
animales sanos no ventilados e inmediatamente exanguinados tras induccion
anestésica, se utiliz6 como grupo de referencia para obtener los valores
basales de las diferentes variables estudiadas. Se anadié también un grupo
con respiracion espontanea (Spont), con el fin de discriminar el efecto del

procedimiento quirurgico y la anestesia sobre la activacion neuronal.

4.1.2. RESULTADOS

4.1.2.a. Variables fisiolégicas, hemodinamicas y mecanica respiratoria

En todos los grupos, la PAM se mantuvo estable y dentro del rango de la
normalidad a lo largo de toda la fase experimental. En el grupo HVt, los valores
de Crsest Y de Pplat aumentaron al incrementar el Vc en 30ml/kg, pero una vez
fijado el Ve, ambas permanecieron estables. Respecto las gasometrias

arteriales, en el grupo LVt se observd una disminucion significativa de la
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PaO,/FiO, y pH, acompafado de un incremento progresivo de la PaCO, al final
del periodo de ventilacion (Figura 6). Los animales con respiracion espontanea
mostraron valores de pH ligeramente superiores a los registrados en los grupos
ventilados (ANEXO |, articulo 1, fig. 1).

Crsqqt Pplateau
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0.2- %
0.0 T T T T T T T G T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
tiempo (min) o LVT tiempo (min)
- HVT
& Spont
PaO,/FiO, PaCO,
600+
500
400+
o o
T 3004 £
£ £
200+
20
100
o T T T T T T T o T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
tiempo(min) tiempo (min)

Figura 6. Variables del sistema respiratorio durante la fase de ventilacion mecanica.
Los datos se expresan como media * SEM. * p< 0.05 vs grupo HVt y #p< 0.05 vs grupo
Spont.

4.1.2.b. Histologia pulmonar

Se observd un aumento en la infiltracion alveolar de neutrdfilos y el
grado de lesion pulmonar en los grupos sometidos a VM en comparacion con
los grupos no ventilados. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en el grado de lesion o infiltracidén entre los grupos ventilados con

volumen corriente elevado (HVt) y volumen corriente bajo (LVt) (ANEXO I,
articulo1, fig. 2).
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4.1.2.c. Inmunohistoquimica de c-Fos en cerebro

En los grupos con VM se hallaron células inmunopositivas para c-Fos en
la CeA, PVN (Figura 7) y SON (no se muestran los datos), aunque no se
encontraron diferencias en el nivel de activacion neuronal entre los grupos HVt
y LVt. Al igual que el grupo BAS, los animales con respiracion espontanea
mostraron niveles casi indetectables de c-Fos en la CeA y el PVN (ANEXO 1,
articulo1, fig. 3,4 y 6).

En la RS y el Talamo, el grupo HVt mostré un incremento notable del
marcaje de c-Fos, siendo practicamente indetectable en los grupos LVt o BAS
(Figura 7). También se observo actividad neuronal en estas areas en el grupo
de respiracion espontanea, aunque en menor medida. No se encontraron
diferencias en el grado de activacion neuronal en otras areas corticales o en el
hipocampo entre los distintos grupos experimentales (No se muestran los

datos).
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Figura 7. Cuantificacion de células inmunopositivas para c-Fos en la Amigdala Central
(CeA), nucleo paraventricular del hipotalamo (PVN), Corteza Retrosplenial (RS) y Talamo.
Los valores estan expresados como la media * error SEM. * p<0.05 respecto el grupo
BAS.
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4.1.2.d. Mediadores inflamatorios en plasma y pulmoén

En plasma, se observé un aumento de los niveles de IL-6, IL-10, IL-1f,
MCP-1y MIP-2 en los grupos sometidos a VM independientemente del nivel de
V¢ utilizado. En cambio, los niveles de TNF-a, solamente se encontraron

aumentados significativamente en el grupo HVt (p= 0.005) (Figura 8).

A nivel pulmonar, se observé un incremento en los niveles de IL-6, IL-10,
IL-18, y MIP-2 en los grupos HVt y LVt, aunque sin llegar alcanzar diferencias
significativas entre ambos grupos. En este caso, los niveles de TNF-a fueron
similares en los animales ventilados y el grupo BAS. Se observo una tendencia
al aumento de los niveles de la quimiocina MCP-1 en el grupo HVt respecto el

grupo LVt, aunque sin llegar a la significacién estadistica.

En términos generales, podemos decir que de entre los dos grupos
ventilados, el grupo HVt fue quien mostré una respuesta inflamatoria mas

acentuada, pero a su vez mas variable.

Plasma Pulmén
7001 % 1400- *
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IL-6 IL-10 MCP-1 MIP-2 IL-13 TNFq IL-6 IL-10 MCP-1 MIP-2 IL-13 TNFq

Figura 8. Niveles de los mediadores inflamatorios en plasma y pulmén. Los datos se
expresan como media * SEM. * p<0.05 vs grupo BAS y # p<0.05 vs LVt.
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4.2. EVALUACION DEL EFECTO MODULADOR DE LA PEEP EN
LA RESPUESTA INFLAMATORIA Y LA ACTIVACION
NEURONAL, EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE VM CON
BAJO V¢ E INSTILACION DE LIPOPOLISACARIDO

Este segundo estudio se desarrolla en la publicacion:

Moderate PEEP after tracheal lipopolysaccharide instilation prevents
inflammation and modifies the pattern of brain neuronal activation. Quilez
ME, Rodriguez-Gonzalez R, Turon M, Fernandez-Gonzalo S, Villar J,
Kacmarek RM, Gémez MN, Oliva JC, Blanch L, Lépez-Aguilar J. Shock. 2015
Dec; 44(6):601-8. (ANEXO |, articulo 2)

4.2.1. RESUMEN

En nuestro trabajo anterior, observamos un patron diferencial de
activacion neuronal, utilizando dos niveles de volumen corriente (V¢) en un

modelo de VM lesiva en ratas.

La VM con V¢ moderado y PEEP, es considerada una estrategia de
ventilacion protectora en pacientes criticos, y especialmente, en aquellos con
patologias respiratorias severas. Aunque parece evidente el beneficio de su
uso, hay una cierta controversia sobre cual es el nivel PEEP 6ptimo. Asimismo,
su contribucién en la modulacion de la interaccion pulmon-cerebro, esta aun
por explorar. Por todo ello, en este segundo trabajo, decidimos comparar los
efectos de dos niveles de PEEP, sobre la activacion neuronal y la respuesta
inflamatoria, en un modelo de lesién pulmonar por VM e instilacion intratraqueal

de LPS en ratas.

Segun nuestra hipotesis, la optimizacién del nivel de PEEP podria ser
crucial para prevenir la inflamacion local y sistémica secundaria a la instilacion

de LPS y la VM, ademas de modificar el patron de activacién neuronal.
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4.2.2. RESULTADOS

4.2.2.a. Variables fisiolégicas, hemodinamicas y mecanica respiratoria

En todos los grupos experimentales la PAM fue similar y se mantuvo
estable a lo largo del procedimiento. El pH en los grupos VM con PEEP= 7 fue
significativamente menor que en los ventilados con PEEP= 2 (ANEXO |, articulo
2, Fig. 1). En los grupos con PEEP= 7 cmH,0 (LPS-7 y SAL-7) se observo una
aumento de la Pplat asi como una disminucion de la Crsest. Las gasometrias
arteriales revelaron una disminucion de la ratio PaO2/FiO, y un aumento de la

PaCO;en el grupo LPS-7 respecto al grupo LPS-2 (Figura 9).

SAL-2 SAL-7 LPS-2 LPS-7

p=0.01
90 * ok
80

70

60
~
O 50
o
© 40
a

Figura 9. Parametros respiratorios al final del periodo de ventilacion. Las
barras representan la media £ SEM. ** p<0.05 PEEP-7 vs PEEP-2.

4.2.2.b. Respuesta inflamatoria

En el grupo BAS, los niveles plasmaticos de TNF-qa, IL1-B, MCP-1 vy IL-
10 fueron practicamente indetectables. Por el contrario, todos los animales
sometidos a instilacion intratraqueal y VM presentaron una respuesta
inflamatoria. En plasma, el tratamiento con LPS, resulté en un incremento
significativo de la quimiocina MCP-1 en el grupo con PEEP= 2. De los grupos

instilados con LPS; el grupo con PEEP= 2 es el que mostré mayor inflamacion.
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De forma similar, de los grupos instilados con salino, los tratados con PEEP=2

fueron los que presentaron niveles superiores de IL-6 y IL-10 (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de citoquinas en plasma y pulmén. Las barras representan la
media * SEM. # p<0.1 y ## p<0.05 respecto grupo BAS; 1 p<0.1 y {1 p<0.05 LPS vs
SAL; *p<0.1y ** p<0.05 PEEP 7 cmH,0 vs PEEP 2 cmH,0.

73



Resultados

En pulmon, se obtuvieron resultados similares a los hallados en plasma.
El grupo BAS, presento niveles muy bajos de TNF-a, IL1-3, MCP-1y IL-10. Los
animales instilados con LPS presentaron un incremento significativo de los
niveles de MCP-1 y TNF-a. Dentro de estos grupos, en los tratados con PEEP=
7 se detectaron menores niveles de TNF-a, IL1-, MCP-1 y IL-10. De los
grupos instilados con salino, los animales ventilados con PEEP= 7 mostraron

menores niveles de IL-10 (Figura 10).

4.2.2.c. Infiltracién de neutrofilos y apoptosis en pulmén

Tal como se esperaba, en el grupo BAS apenas se percibieron signos
histolégicos de lesion pulmonar (infiltracion de neutréfilos o apoptosis). Se
observé mayor infiltracion de neutrofilos en los pulmones de los animales
instilados con LPS en comparacion con los instilados con salino. Entre los dos
grupos con LPS, el tratado con PEEP=7 fue quien presentd menor infiltracion

de neutrofilos.

Todos los grupos experimentales ventilados, presentaron un mayor
numero de células positivas para TUNEL respecto el grupo BAS. No se
hallaron diferencias estadisticamente significativas en funcion del nivel de
PEEP al comparar los animales tratados con LPS. Por el contrario, si
observamos una disminucién del numero de células apoptoticas en el grupo
salino con PEEP=7 respecto el grupo salino con PEEP=2, aunque sin llegar a

alcanzar significacion estadistica (p=0.092). (Figura 11)

Células apoptoticas

Figura 11. Infiltracion de neutréfilos y apoptosis en pulmén. Las barras representan la
media * SEM. ## p<0.05 respecto grupo BAS; 11 p<0.05 LPS vs SAL; *p<0.1 y ** p<0.05
PEEP 7 cmH,0 vs PEEP 2 cmH,0.
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4.2.2.d. Inmunohistoquimica de c-Fos en cerebro

En el grupo BAS, no se hallaron células inmunopositivas para c-Fos en
ninguna de las areas cerebrales estudiadas. Por el contrario, todos los grupos
experimentales ventilados mostraron inmunoreactividad, en diferentes grados,

en todas las areas de estudio (ANEXO |, Supplemental Digital Content, articulo 2).

En general, se observd un mayor numero de células inmunopositivas
para c-Fos, en la CeA y el NTS, en los grupos tratados con LPS en
comparacién con los salinos. El marcaje de c-Fos en estas areas fue mas
notable en el grupo SAL-7 que en el grupo SAL-2 (Figura 12). En el PVN no se
hallaron diferencias entre los grupos experimentales. En el resto de estructuras
estudiadas: RS, SON y talamo, el grupo LPS con PEEP=7 mostré6 un
incremento significativo de células positivas para c-Fos respecto el grupo LPS
con PEEP=2. Estas diferencias, sin embargo, no se encontraron al comparar

entre los grupos tratados con salino (ANEXO |, articulo 2, fig. 5y 6).

Talamo
p=0.049
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Figura 12. Cuantificacion de células inmunopositivas para c-Fos en amigdala
central (CeA), Talamo, Corteza Retrosplenial (RS) y nucleo del tracto solitario
(NTS). Los valores estan expresados como la media * SEM. {1 p<0.05 LPS vs
SAL; *p<0.1y ** p<0.05 PEEP 7 cmH,0 vs PEEP 2 cmH,0
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Discusion

Los estudios que integran esta tesis doctoral evaluan el efecto de
diferentes estrategias de VM en la respuesta inflamatoria (local y sistémica) y
en la actividad cerebral (en términos de la expresion de la proteina c-Fos, un
conocido marcador de activaciéon neuronal). En el primer trabajo, analizamos
los posibles efectos de un patrén de ventilacion mecanica lesiva sobre el
cerebro y la respuesta inflamatoria, comparando dos grupos de ratas ventiladas
con alto y bajo volumen corriente. En el segundo trabajo, nuestro objetivo
principal fue evaluar el posible efecto modulador de la PEEP tanto en la
inflamacion como en el patrén de activacion neuronal. Para ello, comparamos
los efectos de dos niveles de PEEP, en un modelo de lesion pulmonar por VM

e instilacion intratraqueal de LPS en ratas.

En ambos trabajos los resultados indican que la VM, per se, puede
modificar el patrén de expresion de c-Fos en distintas areas del cerebro. En
concreto en el primer modelo, la ventilacion con V¢ elevado sin PEEP, genera
una mayor expresion de la proteina c-Fos, que la ventilacién con V¢ bajo. En el
segundo modelo comprobamos que la aplicacién de PEEP tras la instilacién
intratraqueal de LPS, previene la inflamacion pulmonar y la consecuente
diseminacion de mediadores inflamatorios al sistema circulatorio, ademas de
modular el patron de activacion neuronal asociado a la instilacion de LPS y a la
VM.

Trabajo |

La ventilacion con alto V¢ y sin PEEP se considera una estrategia
ventilatoria de riesgo, y se asocia a una mayor respuesta inflamatoria, tal y
como ya han descrito diversos autores [30, 83, 84]. Los resultados de este
estudio corroboran esta evidencia cientifica y ademas, como novedad,
describen un incremento de la activacion neuronal en determinadas areas del
cerebro en relacion a este patrén ventilatorio. En cerebro, se sabe que la
expresion de la proteina c-Fos se induce rapidamente por una amplia variedad
de estimulos y condiciones como potenciales de accion, inflamacién o
isquemia, entre otros [72, 77]. En este sentido, son diversos los mecanismos
que podrian explicar los altos niveles de proteina c-Fos observados en los
animales ventilados con V¢ elevado. Los pulmones disponen de

mecanorreceptores que actuan como sensores de estiramiento y que son
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capaces de transmitir sefales aferentes al cerebro y producir la activacion de
diversas areas [85]. El sistema nervioso autobnomo se encuentra igualmente

involucrado en esta comunicacion pulmoén-cerebro [50, 67, 85].

La aplicacion de estrategias de ventilacion no protectoras (bajo V¢ sin
PEEP) o incluso lesivas (alto V¢ sin PEEP) genera un aumento de la respuesta
inflamatoria tanto a nivel local como sistémico. La respuesta proinflamatoria
desarrollada en el grupo HVt fue mas intensa a nivel sistémico y se acomparé
de un marcado incremento de TNF-a, lo que concuerda con los datos
publicados por otros autores [23, 83, 86]. Diversos hallazgos sugieren que la
estrategia ventilatoria también podria tener un efecto sobre el SNC a través de
mecanismos relacionados con la inflamacion [24, 25, 86]. La liberacion de
mediadores inflamatorios u otros metabolitos al torrente circulatorio puede
propagarse hasta el cerebro alterando la permeabilidad de la BHE o incluso
modificando el flujo cerebral [50, 83, 87]. En nuestro modelo experimental no
hemos estudiado los mecanismos por los que se produce la activacion
cerebral, centrandonos exclusivamente en examinar el patron de sintesis de la
proteina c-Fos. Tras 3 horas de VM potencialmente lesiva (con alto y bajo V)
se produjo una hiperactivacién en la CeA, SON y PVN, que no se observé en
los animales no ventilados. Curiosamente tanto la VM con V¢ elevado como la
respiracion espontanea, resulté en un incremento significativo de c-Fos en la
RS y el tdlamo, mientras que estas areas no se activaron en los grupos LVt o
BAS. Estos resultados, no nos permiten esclarecer qué papel concreto podrian
jugar los procedimientos anestésicos y quirurgicos en la sefial observada, dado
que esta activacién es minima tanto en el grupo LVt (instrumentado) como en
el BAS (no instrumentado). Es probable pues, que la activacién observada en

la RS y el talamo en estos dos grupos, sea inducida por distintos mecanismos.

La hipercapnia desarrollada en el grupo LVt se debe probablemente a la
existencia de un progresivo desreclutamiento alveolar relacionado con la
ausencia de PEEP en estos animales. Teniendo en cuenta esta condicion
fisiolégica, no podemos descartar que la activacion cerebral observada en la
CeA, SON y PVN en el grupo LVt esté relacionada con la hipercapnia
desarrollada en estos animales. Sin embargo, bajo este argumento, la

activacion neuronal observada en el grupo HVit, que se mantiene en
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normocapnia, sugiere que en este caso el estrés mecanico pulmonar inducido
por el V¢ elevado sin PEEP podria inducir la sintesis de c-Fos en esas areas

cerebrales, a través de otras vias.

Los estudios realizados sobre VM con altos V¢ han reportado respuestas
fisiologicas diversas [44, 86, 88, 89]. Algunos autores han descrito efectos
negativos de este tipo de ventilacion en la presién arterial media [90] que
podrian tener repercusion a nivel cerebral. Dado que los resultados hallados en
el presente estudio, se han obtenido en el contexto de una hemodinamica vy
funcion pulmonar preservadas, no es posible atribuir los efectos observados en

el cerebro a diferencias en la perfusion entre los grupos experimentales.

De igual manera, hay que tener en cuenta que algunos farmacos pueden
modificar la respuesta cerebral. En este modelo, sin embargo, el uso de un
idéntico patron de anestesia y relajacion neuromuscular en los grupos
experimentales que reciben VM, evita las posibles diferencias intergrupales en

ese aspecto.

A pesar de no tener relevancia clinica por estar lejos de la aplicacion en
pacientes, el uso de un V¢ de 30ml/kg en nuestro modelo experimental, se
justifica porque permite simular qué ocurre en aquellas zonas del pulmén que
se someten a altas presiones locales, en el contexto de la lesién pulmonar.
Curiosamente, en nuestro modelo de VM lesiva, la aplicacién de este elevado
V¢ resulté solamente en un aumento moderado de la Pplateau, en comparacion
con otros modelos mas agresivos descritos en la literatura [84, 91]. La
explicacion de esta observacion a priori paraddjica, puede estar en que el uso
de elevado V¢ en animales con pulmones sanos y en ausencia de otro insulto,
no es suficiente para producir una lesién importante en el tejido pulmonar, en
un periodo de tiempo limitado a 3 horas. Su aplicacioén, por el contrario, si es
capaz de activar los mecanismos de inicio de la lesion pulmonar consistentes
en la liberaciéon de citoquinas y la activacién y reclutamiento de neutrdfilos

hacia el espacio alveolar.

En este modelo, la ausencia de alteraciones pulmonares funcionales
junto a la corta duracion de la VM (3 horas), delimita el analisis de las
alteraciones cerebrales a fendmenos moleculares tempranos, como la

activacion neuronal determinada por la inducciéon de c-Fos. Como ya se ha
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dicho anteriormente, este disefio no permite establecer cudles son los
mecanismos o vias a través de los cuales la respuesta inflamatoria o la
sobredistension pulmonar producen la activacién cerebral observada, dejando

ese aspecto para futuras investigaciones.

Trabaijo |l

En el segundo trabajo, nuestro mayor hallazgo es que la aplicacion de
PEEP, inmediatamente tras la instilacion intratraqueal de LPS, previene la
inflamacion pulmonar y su diseminacién al sistema circulatorio y a la vez

modifica el patrén de activacion neuronal asociado a la instilacion de LPS.

La instilacion intratraqueal de LPS ha sido utilizada en modelos
experimentales de LPA/SDRA para mimetizar fendmenos de contaminacion del
tubo endotraqueal y de las vias respiratorias superiores, asi como para analizar
la respuesta inflamatoria secundaria al desarrollo de infecciones locales [92].
En nuestro modelo, la instilacién de LPS contribuye a la inflamacién local y al
reclutamiento de neutrofilos en los pulmones de los animales ventilados con un
nivel de PEEP bajo (2 cmH;0). Estos hallazgos concuerdan con lo descrito en
otros modelos experimentales donde se ha visto que la exposicion intratraqueal
de LPS desencadena una respuesta inflamatoria aguda en pulmén, mediada
por la activacion de macrofagos y el reclutamiento de células
polimorfonucleares (PMN) [92]. Los macréfagos activados por LPS, liberan una
gran variedad de citoquinas como TNF-q, IL-1j3, IL-6 y MCP-1 que contribuyen
al reclutamiento de neutréfilos al espacio alveolar. No sélo los macréfagos
alveolares intervienen en esta respuesta inflamatoria. También las células
epiteliales alveolares y las células endoteliales vasculares actuan liberando
mediadores inflamatorios y factores de adhesion celular, que contribuyen a la
migracion de PMN hacia el lugar de la lesidén, perpetuando la respuesta
inflamatoria [93, 94].

En un estudio experimental en cerdos, Fodor y col. [95] evaluaron el uso
de niveles de PEEP elevados como medida para proteger de los efectos
adversos derivados de la instilacion de LPS. La aplicacién de un nivel
moderado-alto de PEEP disminuyo las heterogeneidades en la ventilacion en

las primeras dos horas tras broncoaspiracion, sin afectar a la mecanica
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pulmonar, parametros cardiovasculares o los indices de oxigenacién. En
nuestro modelo experimental, una PEEP de 7 cmH,0, a pesar de asociarse a
un cierto grado de sobredistension pulmonar, resulta beneficiosa al prevenir la
respuesta inflamatoria local y sistémica secundaria a la administracion de LPS.
Se observa, ademas, una disminucion de la compliance estatica pulmonar
(distensibilidad) probablemente relacionada con un incremento del espacio
muerto alveolar [96, 97]. Esta sobredistensién podria ser consecuencia de la
expansion de espacios alveolares ya aireados, debido al bajo potencial de

reclutamiento presente en estos pulmones.

El desequilibrio de la relacion ventilacion/perfusion debido al grado de
hiperinflacion, podria justificar la hipercapnia y acidosis respiratoria progresivas
observadas en los animales ventilados con PEEP de 7 cmH,0 [98]. Se ha
descrito que la acidosis hipercapnica puede modular la inflamacién durante la
VILI [99] pero en cambio no en la lesidon pulmonar producida por neumonia
bacteriana [100]. Estos resultados estarian en consonancia con otras
investigaciones publicadas donde se ha evidenciado que las células
pulmonares responden de manera diferente a distintos tipos de insultos [101].
Teniendo en cuenta estas evidencias y en vista de nuestros resultados, no
podemos descartar que en este modelo experimental, la acidosis hipercapnica
observada en los grupos con PEEP 7 cmH,O, contribuya en parte a proteger
de la inflamacion. En este sentido sélo podemos demostrar que el uso de
PEEP de 7 cmHO0 tras la instilacion con LPS en nuestro modelo, previene la
respuesta inflamatoria local y sistémica, incluso en presencia de cierto grado de
sobredistensiéon. Una posible explicacion de éste fendmeno, podria residir en
un efecto estabilizador de la PEEP de 7 cmH;0. Este nivel de PEEP podria
reducir el estrés mecanico derivado del cierre y apertura ciclicos de las

unidades alveolares y prevenir el desarrollo de atelectrauma [102, 103].

Por otro lado, la instilacion intratraqueal de LPS indujo a su vez una
respuesta del SNC en términos de inmunoreactividad de c-Fos en la CeA y el
NTS. La CeA esta involucrada en el procesamiento de informacion autondmica
y recibe, entre otras, sefales directas del NTS. EI NTS es en si mismo un
detector de citoquinas circulantes [104], por lo que esta respuesta podria estar

relacionada con la inflamacion. La inervacion vagal, también podria explicar
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cémo el LPS intratraqueal es capaz de provocar activacion neuronal, antes
incluso de que se haya desencadenado una respuesta inflamatoria sistémica
[65], ya que las vias aferentes del vago, pueden ser activadas por la presencia
de LPS periférico. Estos resultados estarian de acuerdo con los publicados en
un estudio reciente, donde demostramos que tras la estimulacion con LPS, las
células epiteliales pulmonares, liberaban mediadores inflamatorios, capaces de

afectar de manera significativa células cerebrales en cultivo [105].

Los resultados obtenidos en el segundo estudio, corroboran los
hallazgos del primer trabajo en relacién a que la VM, puede inducir la sintesis
de c-Fos en determinadas areas cerebrales. Los datos de este segundo estudio
sefalan ademas, que la PEEP puede contribuir a una regulacién de la actividad
neuronal, que acompafaria las cascadas inflamatorias pulmonares vy
sistémicas. Diversos autores han sugerido que la activacién neuronal
observada podria estar asociada a los efectos de la PEEP sobre la circulacion
cerebral por mecanismos hemodinamicos y mediados por CO; [96, 106]. Sin
embargo, en nuestro estudio, niveles de hipercapnia similares han resultado en
diferentes patrones de activacién en el cerebro, dependiendo de si habian
recibido LPS o solucidon salina. Aunque se sabe que el cerebro es sensible a
los niveles de CO; no podemos discriminar si la activacion neuronal diferencial
observada en el grupo LPS-7, esta relacionada con la hipercapnia desarrollada

o con la evitacion del atelectrauma.

Incluso en ausencia de LPS, la PEEP de 7 cmH;O resulté en un
incremento de la activacion neuronal en la CeA y el NTS. Asimismo, también
observamos células inmunopositivas en el PVN y la CeA en el grupo LPS-7,
pese a tener una débil respuesta inflamatoria. Como explicacion a estas
respuestas, postulamos que la sobredistension asociada a la PEEP podria
promover la activacion neuronal, antes de manifestarse siquiera una respuesta
inflamatoria sistémica, probablemente a través de vias neurales. Las
terminaciones nerviosas del vago son sensibles a estimulos mecanicos
periféricos, que por vias aferentes son transmitidas al NTS [65]. En este sentido
Gourine y col [107] demostraron que la activaciéon de mecanorreceptores
pulmonares podia incrementar la activacion del NTS mediante la liberacion de

neurotransmisores como el glutamato.

84



Discusion

También la via vagal juega un papel crucial en la comunicacién pulmén-
cerebro a través de la activacion del reflejo colinérgico antiinflamatorio, el cual
se ha demostrado que puede atenuar la VILI [67, 108]. La estimulaciéon de
aferencias vagales desencadena una respuesta antiinflamatoria que cursa a
través de la liberacién de acetilcolina (Ach) por neuronas eferentes (reflejo
colinérgico antiinflamatorio). La Ach, actua interaccionando con receptores
nicotinicos presentes en los macréfagos periféricos, inhibiendo su activacion y
la consecuente produccion de citoquinas. Este tipo de regulacion neural
permite un control rapido y localizado de la lesién, actuando especificamente
en el mantenimiento de la integridad del tejido diana sin que haya un
compromiso de la respuesta global inmune [64]. Aunque posiblemente esta via
de regulacion se encuentre involucrada, en el presente estudio, no es posible
determinar qué papel desempefia la sefalizacion vagal en la respuesta a la
PEEP. El uso de animales vagotomizados o tratados con antagonistas
dopaminérgicos seria una buena estrategia para abordar esta cuestion de cara

a futuras investigaciones.

Diversos trabajos han descrito la induccion de c-Fos por fendmenos de
estrés en algunas areas cerebrales como el hipocampo, SON o PVN [70, 109,
110]. En el presente estudio, la senal de c-Fos observada en RS, SON vy
talamo, es claramente superior en el grupo LPS-7 que en el LPS-2 o los grupos
tratados con solucion salina. Esta observacion sugiere que la aplicacion de un
nivel de PEEP moderado podria contribuir tanto a la modulacion de la
respuesta inflamatoria como en el grado de activacién neuronal en esas areas.
Curiosamente, en nuestro primer estudio (trabajo |) también hallamos un
incremento en los niveles de c-Fos en la RS y el talamo de los animales que
recibieron elevado V¢ y en el grupo con respiracion espontanea. Estos
resultados, no nos permiten determinar si la activacién neuronal observada en
la RS, SON y talamo en los animales con LPS y PEEP de 7 cmH,O tiene una
relacion directa con su modulacion de la respuesta inflamatoria. El disefio de
este estudio proporciona informacién sobre qué areas pueden participar en la
respuesta a LPS y PEEP, pero no investiga los mecanismos involucrados en

esta activacion.
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Limitaciones de los estudios

Debemos ser cautos a la hora de extrapolar a la practica clinica los
resultados obtenidos en modelos experimentales. Los modelos animales de
patologias complejas estan limitados por las diferencias interespecie existentes
y no tienen una aplicabilidad inmediata en humanos, sin embargo, su uso es
ampliamente aceptado como una herramienta valida para la aproximacion y el
estudio de multiples condiciones fisiopatologicas. La etiologia del deterioro
cognitivo en los pacientes criticos es indudablemente multifactorial y hoy en dia
es objeto de estudio en diferentes ambitos [8, 15], sin embargo, los
conocimientos sobre el crosstalk entre el pulmén y el cerebro durante la VM
son aun muy limitados [49, 50]. Si bien muchos estudios clinicos han evaluado
la eficacia y seguridad de multitud de estrategias de VM en pacientes con
SDRA 'y LPA, son pocos los que han explorado la influencia de los patrones de
ventilacion en el cerebro, a nivel molecular. Hasta la fecha, los dos estudios
que conforman esta tesis son los primeros trabajos publicados sobre activacion
cerebral en relacion a la aplicacion de VM. Dado lo novedoso de este campo y
las limitaciones del estudio, sblo se puede especular sobre la traslacion de

estos resultados a los pacientes.

Relevancia clinica

Con estos primeros datos s6lo podemos especular sobre los efectos de
la activacion neuronal observada y su relacion con el desarrollo de alteraciones
neurocognitivas. Diversas areas cerebrales evaluadas en los estudios de esta
tesis doctoral, estan involucradas en procesos de memoria y aprendizaje,
precisamente algunas de las capacidades neurocognitivas mas afectadas en
los supervivientes de UCI. Asimismo, algunas areas analizadas, intervienen en
la integraciéon de senales periféricas o el mantenimiento de la homedstasis del

sistema.

El tdlamo, participa en el procesamiento de sefales nociceptivas vy
sensoriales, contribuyendo a la formacién de la memoria espacial y a los
procesos de adaptacion al estrés [91]. También la RS es una estructura

relevante en la formacién de la memoria y se ha descrito hipoactividad
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funcional en esta region, en estadios tempranos de Alzheimer [84, 91]. Tanto el
talamo como la RS estan interconectados funcionalmente con el hipocampo,
una de las estructuras mas importantes en la formacion, organizacion y
almacenamiento de la memoria asi como en su conexidn con las emociones y
los sentidos [62, 111, 112]. Existen importantes evidencias cientificas acerca de
la existencia de alteraciones histopatolégicas en el hipocampo en diversas
patologias neurocognitivas. Algunos estudios clinicos han descrito una pérdida
de volumen y la presencia de lesiones en esta area en pacientes criticos con
delirio sometidos a VM [113, 114]. En esta linea, Gonzalez y col [108]
demostraron que la VM era capaz de inducir apoptosis en neuronas del
hipocampo y que este efecto podia ser consecuencia de un aumento de la
actividad dopaminérgica. En los trabajos aqui presentados, no se ha evaluado
la apoptosis a nivel cerebral y no hemos encontrado hallazgos relevantes
relativos a la expresion de c-Fos en el hipocampo de los animales ventilados.
Sin embargo, la activacion neuronal especifica observada en talamo y RS, dos
areas estrechamente conectadas con el hipocampo, podria sugerir la existencia
de otras vias de comunicacion de las senales derivadas de la VM con el

mismo.

Los resultados obtenidos en el primer trabajo podrian ayudar a definir
determinadas areas cerebrales susceptibles de ser activadas por vias
relacionadas con la mecanotransduccion, en el escenario de una estrategia
ventilatoria inadecuada. Estos hallazgos, podrian aportar luz en la comprensién
de como el cerebro es capaz de detectar las sefales provenientes del pulmédn,

en individuos ventilados.

En el segundo trabajo experimental, se ha demostrado que una PEEP
de 7 cmH0 tras la instilacion intratraqueal de LPS, tiene un efecto protector
previniendo la respuesta inflamatoria pulmonar, el reclutamiento de neutréfilos
y la diseminacién de mediadores inflamatorios. Ademas, el uso de distintos
niveles de PEEP, se asoci6 a una modificacion del patrén de activacion
neuronal en la RS, SON vy el talamo. Estos hallazgos muestran que la VM y el
nivel PEEP pueden modificar patrones de activacion neuronal en determinadas
areas cerebrales que ademas estan relacionadas con procesos de disfuncion

de memoria y respuestas a estrés.
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En sintesis, los datos obtenidos dan soporte al concepto de la existencia
de una interaccion pulmon-cerebro durante la VM, subrayando la importancia
de la estrategia ventilatoria utilizada. La VM es uno de los factores involucrados
en la compleja etiologia de las deficiencias neurocognitivas asociadas a la
estancia en UCI. La optimizacién del manejo ventilatorio podria minimizar la
deformacion y el estiramiento mecanico y la respuesta proinflamatoria
derivados, previniendo tanto la patogénesis pulmonar como el desarrollo de

futuras alteraciones cognitivas en los pacientes criticos.

88



6. CONCLUSIONES






Conclusiones

Los resultados obtenidos en los dos estudios experimentales que
componen esta tesis doctoral, titulada “Comunicaciéon pulmén-cerebro durante
la ventilacion mecanica: estudio de la respuesta inflamatoria y la activacién
neuronal en dos modelos experimentales”, permiten extraer las siguientes

conclusiones:

1.  La VM per se puede producir activacion neuronal, en términos de
induccién de la sintesis de la proteina c-Fos, en determinadas areas

cerebrales.

2. El uso de un patron ventilatorio lesivo, basado en la aplicacion de
volumen corriente elevado sin PEEP, genera una mayor activacion
neuronal, en términos generales, que la aplicacién de un volumen

corriente moderado sin PEEP.

3. La aplicacion de volumen corriente elevado sin PEEP produce una
acentuada respuesta inflamatoria (local y sistémica) posiblemente
relacionada con la mecanotransduccion derivada del estiramiento y

la deformacién del tejido pulmonar.

4. La aplicacion de una PEEP moderada tras la instilacion de LPS
previene la inflamacion pulmonar, el reclutamiento de neutrdéfilos y la
diseminacion sistémica de mediadores inflamatorios. Este efecto
beneficioso de la PEEP podria deberse a su papel protector frente al

dafo pulmonar al evitar ciclos de colapso y reapertura alveolar.

5. El nivel de PEEP tras la instilacion de LPS modifica el patron de
activacion neuronal en RS, SON y talamo, areas relacionadas con

procesos de memoria, aprendizaje y respuesta a estrés.

6. Nuestros hallazgos sobre la activacion cerebral durante la VM
podrian definir algunas areas cerebrales susceptibles de ser
activadas por mecanismos relacionados con la mecanotransduccion
o la respuesta inflamatoria. Estos datos, podrian ayudar a
comprender como el cerebro es capaz de detectar las sefales

provenientes del pulmodn, en individuos ventilados.
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7.  En conjunto, los resultados obtenidos refuerzan el concepto de una
comunicacion pulmén-cerebro durante la VM. La optimizacion de la
estrategia ventilatoria puede tener implicaciones, no sélo a nivel

pulmonar, sino también a nivel sistémico y cerebral.

8. Dado que las deficiencias neurocognitivas en los supervivientes de
UCI son de etiologia multifactorial, es primordial esclarecer la
contribucion de cada uno de los factores que intervienen en el
desarrollo de las mismas, incluidos los relacionados con la VM. Sélo
a partir del conocimiento de los mecanismos subyacentes a estas
alteraciones, se podran disenar estrategias terapéuticas capaces de

prevenir su aparicion.
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Abstract

Introduction: Survivors of critical illness often have significant long-term brain dysfunction, and routine clinical
procedures like mechanical ventilation (MV) may affect long-term brain outcome. We aimed to investigate the
effect of the increase of tidal volume (Vt) on brain activation in a rat model.

Methods: Male Sprague Dawley rats were randomized to three groups: 1) Basal: anesthetized unventilated animals,
2) low Vt (LVt): MV for three hours with Vt 8 ml/kg and zero positive end-expiratory pressure (ZEEP), and 3) high Vt
(HVt) MV for three hours with Vt 30 ml/kg and ZEEP. We measured lung mechanics, mean arterial pressure (MAP),

arterial blood gases, and plasma and lung levels of cytokines. We used immunohistochemistry to examine c-fos as

a marker of neuronal activation. An additional group of spontaneously breathing rats was added to discriminate
the effect of surgical procedure and anesthesia in the brain.

Results: After three hours on LVt, PaO, decreased and PaCO, increased significantly. MAP and compliance
remained stable in MV groups. Systemic and pulmonary inflammation was higher in MV rats than in unventilated
rats. Plasma TNFow was significantly higher in HVt than in LVt. Immunopositive cells to c-fos in the retrosplenial
cortex and thalamus increased significantly in HVt rats but not in LVt or unventilated rats.

Conclusions: MV promoted brain activation. The intensity of the response was higher in HVt animals, suggesting
an iatrogenic effect of MV on the brain. These findings suggest that this novel cross-talking mechanism between
the lung and the brain should be explored in patients undergoing MV.

Introduction

Acute lung injury (ALI) and the acute respiratory
distress syndrome (ARDS) are associated with high mor-
bidity and mortality [1], and ARDS survivors present
significant long-term cognitive impairment [2]. These
consequences may result from complex interactions
between different clinical protocols and endogenous
factors occurring simultaneously in critically ill patients
[3]. In this context, mechanical ventilation (MV) is a
lifesaving procedure but not without complications.
Even in healthy lungs, MV may contribute to a positive
feedback loop that starts with mechanotransduction (in
lungs) at the epithelial and endothelial levels leading to
a deleterious inflammatory cascade that might affect
distant organs and systems [4-6]. Moreover, critical care
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patients who undergo long-term MV show distinctive
neurological impairment, including memory and cogni-
tive decline [7].

Many studies have examined the mechanisms involved
in the neuroimmune crosstalk; most focus on the cen-
tral nervous system (CNS) response to systemic inflam-
mation. However, the mechanisms through which
damage to remote organs can reach the brain are poorly
understood [8,9], including early neurological effects
related to MV and the importance of settings used.

The immediate early gene (IEG) c-fos has been used
as a marker of neuronal activity, and correlates with an
increase in electrical and metabolic activity in brain cells
by pathological situations, also involved in phenomena
of neuronal plasticity, amongst others. C-fos is
expressed in response to a wide range of stimuli and is
implicated in processes such as transcription of genes,
apoptosis or proliferation [10]. In order to make a first
approximation to the crosstalk between brain-lung
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during MV, we have used this rapidly induced IEG,
according to the time course of the study (three hours)
as a tool to elucidate early neurological changes that
might be associated with lung injury.

The main objective of the present study was to inves-
tigate the effect of the increase in tidal volume on acti-
vation in some areas of the brain in a rat model of MV,
using c-fos. Therefore, we compared rats ventilated with
two different injurious ventilatory strategies, a high Vt
group vs. a low Vt group and vs. spontaneously breath-
ing or basal rats.

Materials and methods

Animal preparation

This study was approved by the Animal Ethics Commit-
tee at the Corporacié Sanitaria Parc Tauli, Barcelona,
Spain. We studied 24 adult male Sprague-Dawley rats
weighing 350 to 370 grams housed in standard condi-
tions with food and water ad libitum. Animals were
anesthetized with intraperitonial ketamine (75 mg/kg)
and xylazine (10 ml/kg), tracheotomized, and paralyzed
with intravenous succinylcholine (2 ml/kg). An endotra-
cheal tube (2 mm inner diameter) was inserted and
tightly tied to avoid air leaks, and rats were ventilated
using a Servo 300 ventilator (Siemens, Solna, Sweden).
Vt was set and measured using the ventilator’s pneumo-
tachograph. Airway pressure was monitored via a side
port in the tracheal tube using a pressure transducer
(Valydine MP45, Valydine Engineering, Northridge, CA,
USA). The left carotid artery was cannulated and con-
nected to a pressure transducer (Transpac Monitoring
Kit; Abbot, Sligo, Ireland) to monitor mean arterial pres-
sure (MAP). The right jugular vein was cannulated for
fluid infusion. Blood and airway pressures were routed
to an amplifier (Presograph, Gould Godart, Nether-
lands), converted to digital (Urelab, Barcelona, Spain),
and recorded in a personal computer (Anadat-Labdat
Software, RTH InfoDat, Montreal, QC, Canada). Then,
animals were randomly assigned to one of three experi-
mental groups (n = 8 in each group): (i) Basal group
(BAS), unventilated animals, were immediately exangui-
nated after induction of the anesthesia (ii) Low Vt group
(LVt), ventilated with 8 ml/kg and a positive end-expira-
tory pressure (PEEP) of 0 cmH,O (ZEEP) for three
hours, and (iii) High Vt group (HVt), ventilated with 30
ml/kg and ZEEP for three hours. To maintain normo-
capnia without decreasing respiratory rate, instrumental
dead space was increased in the HVt group. An addi-
tional group of spontaneously breathing rats (Spont)
was added to discriminate the effect of the surgical
procedure and anesthesia on brain activation. The spon-
taneously breathing animals were anaesthesized and the
same surgical procedure as ventilated groups (cannula-
tion and tracheostomy) was performed. No mechanical
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ventilation was applied in this group. Identical patterns
of fluid infusion and anaesthesia were applied in the
three groups maintained in protocol during three hours
(spont, LVt, HVt).

Experimental protocol

At baseline, animals in the MV groups underwent
volume-controlled ventilation with 8 ml/kg Vt and 2
c¢cmH,O PEEP. Inspired oxygen fraction (FiO,) was kept
at 0.4 throughout the experiment, and the respiratory
rate was adjusted for normocapnia. We measured values
of MAP, arterial blood gases, and respiratory system
parameters 15 minutes after initiating MV (baseline)
and hourly thereafter after randomization. Inspiratory
and expiratory pauses were applied to calculate static
lung compliance (Crs). Fluid management was identical
in all groups (Ringer-lactate, 10 mL/kg/h) to prevent
differences that might favour edema formation and
vasoactive drugs were not used in any group. At the end
of the three-hour period, rats were euthanatized by
exsanguination. We centrifuged 7 ml of blood from
each animal and stored the plasma at -80°C for protein
determinations. Hearts and lungs were removed en bloc,
and the right lung was frozen for additional tissue ana-
lyses of proteins. Rats’ brains were removed from the
cranium by careful dissection and immediately frozen
and stored at -80°C.

Histological analysis
Left lungs were fixed by instillation of 4% buffered for-
maldehyde into the airway at a pressure of 5 cmH,O
and immersed in the same fixative. Two investigators
blinded to experimental groups calculated histological
scores after hematoxylin-eosin (HE) staining as
described elsewhere [11] and assessed intra-alveolar
neutrophil infiltration by counting the number of
neutrophils in fifty fields per animal at a magnification of
X400 using Image] v1.40g (Wayne Rasband, NIH, USA).
Lung damage was determined using a Lung Injury
Score (LIS), based on the evaluation of alveolar edema,
hemorrahage, neutrophil infiltration and alveolar septal
thickening in each animal. Each parameter was scored
from O to 4. Subsequently, the total LIS was calculated
by adding the indicidual score for each parameter, up to
a maximum score of 16 [12].

Plasma and lung protein immunoassays

Commercially available enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kits (Biosource, Camarillo, CA, USA)
were used to determine the following plasma/lung
protein levels: tumor necrosis factor-alpha (TNF)-a,
macrophage inflammatory protein (MIP-2), interleukin
(IL)-6, IL-1B, monocyte chemoattractant protein (MCP-1),
and IL-10. Analyses of all samples, standards, and controls
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were run in duplicate following the manufacturer’s
recommendations.

Brain immunohistochemistry

The brain areas of interest were cut into 20-pm coronal
sections (CM1900, Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-
many) and stored at -80°C. Sections were processed for
single immunohistochemistry using a rabbit polyclonal
antibody against c-fos (c-fos (4), Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc., Santa Cruz, CA, USA) diluted 1:250 The
immunoreaction was visualized with diaminobenzidine
and H,O, [13]. Additional sections were stained with
cresyl violet to identify the regions of interest: thalamus,
retrosplenial cortex (RS), central amygdala (CeA), hippo-
campus, paraventricular hypothalamic nuclei (PVN), and
supraoptic nucleus (SON). After immunostaining, speci-
fic activated areas were identified by light microscopy
(DM250, Leica, Wetzlar, Germany) with the aid of a
stereotaxic atlas [14]. Brain sections were digitized and
c-fos-positive cells were evaluated according to the
intensity of staining and then semiquantified using
Image ] software (Image] 1.40g, W. Rasband, NIH,
USA). An optimal threshold was set for all sections to
minimize background signals.

Statistical analysis

We used power analysis for ANOVA designs to estimate
the sample size assuming an o error of 0.05 and 3 error
of 0.2 (Granmo 5.2 software, Barcelona, Spain). All
values are expressed as mean + SEM. U-Mann-Withney
non-parametric tests were used to analyze differences
between groups, under the supervision of an expert
statistician (SPSS 17.0 software, Chicago, IL, USA).
Significance was set at P < 0.05.

Results

Animal body weights were similar in all groups. At base-
line, no differences in hemodynamics or gas exchange
were observed between MV groups. Basal rats were
exsanguinated at time zero and were used as the base-
line group in comparisons between groups. No animals
died during the experimental period.

Physiological variables

MAP remained stable within the normal range through-
out the three-hour period in all groups (Figure 1).
Respiratory system compliance (Crs) and plateau pres-
sure (Pplateau) increased with HVt MV, but both
remained unchanged throughout the experimental per-
iod (Figure 1). Respiratory rates were not significantly
different between LVt and HVt animals (mean 47.3 vs
47, respectively; P = 0.7). Significant decreases in PaO,/
FiO, and pH and concurrent increases in PaCO, were
found in LVt animals after three hours of MV (Figure
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1). pH in animals spontaneously breathing was slightly
higher than in those receiving MV, and remained stable
during the experiment.

Histology

Figure 2 shows representative images of lungs in each
experimental group. Lung neutrophilic infiltration and LIS
were significantly higher in MV rats than in unventilated
rats, but no differences between LVt and HVt were found.

c-Fos immunopositive brain areas

Neuronal activation evidenced by an increased number
of c-fos immunopositive cells was observed in the RS
(Figure 3) and thalamus (Figure 4) of HVt rats, but not
in LVt or basal rats. c-fos expression was also observed
in the CeA (Figure 5), PVN (Figure 6), and SON (data
not shown) of MV rats, although activation did not dif-
fer between HVt and LVt animals. Similarly, no differ-
ences in c-fos activation in other cortical areas or in the
hippocampus were observed between the experimental
groups (data not shown).

Animals breathing spontaneously showed similar levels
of activation in CeA and PVN than those observed in
the basal group (Figures 5 and 6). Conversely, the c-fos
signal in RS and Thalamus was higher than those found
in BAS and LVt groups (Figures 3 and 4).

Inflammatory mediators: plasma and lung protein levels
Figure 7 shows plasma and lung levels of pro- and anti-
inflammatory mediators. MV increased plasma levels of
IL-6, IL-10, IL-1B, MCP-1, and MIP-2, irrespective of
the Vt level (LVt or HVt) (P < 0.05). However, plasma
TNFa levels increased significantly after three hours of
HVt ventilation (P = 0.005) but remained unaltered in
the LVt group.

In the lungs, irrespective of the Vt level, MV increased
IL-6, IL-10, IL-1B, and MIP-2 levels (Figure 7). Lung
TNFa levels were similar in MV and unventilated
animals. We also observed a trend to higher MCP-1 in
HVt compared to LVt (Figure 7). Taken all together, the
inflammatory response was higher (but also more vari-
able) in the HVt group than in the LVt group.

Discussion
We found that MV induced c-fos expression in discrete
areas of the brain in healthy and non-hypoxemic rats.
Moreover, HVt ventilation caused more c-fos expression
when compared to LVt ventilation, thus supporting the
hypothesis that an iatrogeneous effect of MV may affect
the brain. These results provide novel and important
data that might have clinical relevance during the man-
agement of critically ill patients.

The immediate early gene c-fos [15] is rapidly induced
and can be detected by immunochemistry; therefore it is



Quilez et al. Critical Care 2011, 15:R124 Page 4 of 12
http://ccforum.com/content/15/3/R124

MAP Pa0,/FiO,
180 600
#
160+ 500 *
140
5 1201 400- R S
I 100+ T |
[ £ 300+ o
£ 801 £ # ¥
60- ——LVT 200-
40 —o—HVT 100
20 ~8- Spont )
0 T T T T T T T c T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
time (min) time (min)
Crs PaC02
1.0
*
0.8+ * * *
2
T 06_
§
= 0.4
g
2 -
0.2 0
0-0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
time (min) time (min)
Pplateau pH
20 7.6+
15+
(@]
T 10-
£
o
5_
0 T T T T T T T 7-0 T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180 0 30 60 90 120 150 180
time (min) time (min)
Figure 1 Hemodynamic and respiratory characteristics of rats during the three-hour period. No differences between groups were
observed at baseline. MAP remained stable in both groups. Pplateau and Crs increased significantly during HVt ventilation but remained stable
during the three-hour period. There were no differences between LVt and HVt in Pa/FiO,. pH in animals spontaneously breathing was slightly
higher than in animals receiving MV. PCO2 increased only in LVt animals. Data are presented as mean + SE. *: P < 0.05 versus the HVt group,
and #: P < 0.05 vs Spont group. N = 8 animals per group. Abbreviations: MAP, mean arterial pressure; BAS, basal; LVt, low tidal volume; HVt, high
tidal volume; Spont, spontaneous breathing; Pplateau, plateau pressure; Crs, static compliance of the respiratory system.
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a valuable tool for determining which brain areas are
stimulated [16,17]. The basal expression of c-fos is low,
but can be dramatically induced by a variety of stimuli
and conditions such as metabolic stress, ischemia, and
inflammation, among others [18,19]. Various mechan-
isms are probably involved in the response to MV.
Lungs can “sense” mechanical stimuli by lung mechan-
oreceptors that can communicate to the brain. The
autonomic nervous system is also involved in this cross-
talk [20-22].

The ventilatory strategy may also affect the CNS by
altering the inflammatory response at the lung level. In
the present study, as reported elsewhere, we have used
two different injurious MV strategies that triggered
proinflammatory responses even in subjects receiving
LVt [4,5,23]. The proinflammatory response to HVt was
found mainly at the systemic level and was mediated by
TNFa [6,23,24]. Only minimal differences in other
cytokines, lung function parameters or LIS were found
between MV groups. The release of inflammatory med-
iators [23,24] or certain metabolites to the bloodstream
can be sensed by the brain, altering the permeability of
the blood brain barrier [22,25] or modifying cerebral
blood flow. No data are available about the contribution
of these two mechanisms in the activation observed in
the brain areas studied in our model.

We focused our study on brain areas involved in body
homeostasis [26] and related to the Hypothalamic-Pitui-
tary-Adrenal (HPA) axis, a major part of the neuroendo-
crine system that controls reactions to stress and regulates
many body processes. In our study, the CeA, SON, and
PVN were c-fos immunopositive after three hours of
injurious MV but not in BAS or spontaneously breathing
animals [25,27].

HVt consistently increased c-fos in the RS and thala-
mus, neither of which were activated in LVt or BAS
animals. Interestingly, these two areas have also been
activated in the spontaneously breathing animals. These
results do not allow us to discriminate the role played
by anesthesia and surgical procedures, since activation is
minimal in LVT animals, which have been also sub-
mitted to the same experimental protocol. All these data
suggest that the mechanisms inducing cell activation in
these brain areas are different in HVT and sponta-
neously breathing animals. Moreover, in the literature,
RS and thalamus have been linked to neurological disor-
ders after stress [28,29], fatigue-loading in rats [30,31];
emotional or psychological stress might also induce neu-
ronal activation in cortical and limbic regions [16,32].

In the present study we cannot determine whether the
regional brain activation observed in LVt group was
caused by moderate hypercapnia. This impaired gas
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Figure 3 Brain activation evidenced by c-fos immunotreactivity in the retrosplenial cortex. On the top (left): Coronal section diagram
encompassing the area of interest. On the bottom: Representative images of RS from each experimental group after cresyl violet staining (left, a,
c,e,g, 40X) and c-fos immunohistochemistry (right 100X and 400X). Brown dots represent c-fos staining. Black arrows indicate some examples of
c-fos positive cells. HVt (h) and spontaneous breathing (d) increased the number of c-fos-positive neurons in the RS; lower levels of c-fos
immunoreactive cells were found in unventilated (b) and LVt (f) animals. Data are presented as mean =+ SE. *P < 0.05 respect to unventilated
basal animals. Abbreviations: BAS, basal; LVt, low tidal volume; HVt, high tidal volume; Spont, spontaneous breathing; RS, retrosplenial cortex.
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Figure 4 Brain activation evidenced by c-fos immunotreactivity in thalamus. On the top (left): Coronal section diagram encompassing the
area of interest. On the bottom: Representative images of thalamus from each experimental group after cresyl violet staining (left, a,c,e,g, 40X)
and c-fos immunohistochemistry (right 100X and 400X). Brown dots represent c-fos staining. Black arrows indicate some examples of c-fos
positive cells. HVt (h) and spontaneous breathing (d) increased the number of c-fos-positive neurons in the thalamus. Data are presented as
mean + SE. *P < 0.05 respect to unventilated basal animals. Abbreviations: BAS, basal; LVt, low tidal volume; HVt, high tidal volume; Spont,
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Figure 5 Brain activation evidenced by c-fos immunotreactivity in central amygdala. On the top (left): Coronal section diagram
encompassing the area of interest. On the bottom: Representative images of the central amygdala from each experimental group after cresyl
violet staining (lefta, ¢,e,g, 40X) and c-fos immunohistochemistry (right, 100X and 400X). Brown dots represent c-fos staining. Black arrows
indicate some examples of c-fos positive cells. MV significantly increased c-fos immunoreactive cells in the CeA independently of the Vt level (f,
h ). Few c-fos positive cells were found in CeA of spontaneous breathing (d) and basal (b) animals. Data are presented as mean + SE. *P < 0.05
respect to unventilated basal animals. Abbreviations: No MV, unventilated animals; LVt, low tidal volume; HVt, high tidal volume; Spont,
spontaneous breathing; CeA, central amygdala.
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Figure 6 Brain activation evidenced by c-fos immunotreactivity in Paraventricular hypothalamic nuclei. On the top (left): Coronal section
diagram encompassing the area of interest. On the bottom: Representative images of Paraventricular hypothalamic nuclei from each
experimental group after cresyl violet staining (left, a,c,e,g, 40X) and c-fos immunohistochemistry (right 100X and 400X). Brown dots represent c-
fos staining. Black arrows indicate some examples of c-fos positive cells c-fos expression in the PVN tended to increase with MV (f, h), but this
increase did not reach significance compared with basal (b) or spontaneous breathing rats (d). Data are presented as mean + SE. *P < 0.05
respect to unventilated basal animals. Abbreviations: BAS, basal; LVt, low tidal volume; HVt, high tidal volume; Spont, spontaneous breathing;
PVN, Paraventricular hypothalamic nuclei.
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Figure 7 Plasma and lung levels of proteins involved in the inflammatory cascade. Mechanical ventilation triggered lung and systemic
inflammatory responses. Compared to LVt, HVt promoted an increase in inflammatory markers mainly mediated by TNFa at the plasma leve.
Data are presented as mean + SE. *P < 0.05 respect to unventilated basal animals, # P < 0.05 vs LVt. n = 8 animals per group. Abbreviations:
BAS, basal; LV, low tidal volume; HVt, high tidal volume; Spont, spontaneous breathing; IL, interleukin, TNF, tumor necrosis factor; MCP,
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exchange in the LVt group is compatible with progres-
sive alveolar de-recruitment in the absence of PEEP.
The higher level of brain activation observed in the HVt
group occurred in the context of normocapnia, thus
suggesting that mechanically-induced stress in the lung
could promote c-fos activation in certain brain areas

through other mechanisms, which deserves being
explored in further investigations.

We found no differences between groups in the acti-
vation of the hippocampus (data not shown), which
plays a role in the negative inhibition of the HPA stress
axis through the abundant expression of glucocorticoid
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receptors [33] and is considered a potential target for
sepsis treatment [8,34].

Our results were obtained in the context of preserved
lung function and hemodynamic stability. The magni-
tude of the response to HVt observed by different
authors varies [23,24,35-37], and some authors have
reported detrimental effects of HVt on MAP [38]. How-
ever, we found that adequate fluid management ensured
MAP stability throughout the experimental procedure
(three hours), corroborating our previous findings
[11,23]. Therefore, the differences in the results could
not be attributed to differential organ perfusion.

Limitations of the study

Animal models of complex diseases are potentially lim-
ited by interspecies differences and have no immediate
applicability to humans; nevertheless, animal models are
accepted as a valid strategy for the initial approach to
multifactorial conditions. In this sense the HVt level
applied in this work is not clinically relevant, but has
been used to simulate those areas exposed to locally
high pressures in injured lungs. Nevertheless, HVt appli-
cation in our model of healthy lungs resulted only in a
moderated increase in Pplat, compared with other more
aggressive models in the literature [39,40]. Whereas this
approach did preclude functional lung alterations, the
short duration of MV also limited the analysis of brain
alterations to early events like neuronal activation
detected by c-fos immunostaining. Furthermore, our
study design does not allow us to conclude whether
inflammation and c-fos increased expression are
mechanistically linked, let alone the nature of this
possible link. In fact, as mentioned, hypercapnia would
contribute to brain activation by a different mechanism.
Moreover, the tight control of anesthesia and neuromus-
cular paralysis used in MV groups precluded any differ-
ences in this regard. Spontaneously breathing animals
served to explore the effect of instrumentation and
anesthesia, as they were not paralyzed.

Clinical relevance

Due to the novelty of this issue (brain activation and
MYV) and the limitations of the study, we can only spec-
ulate about the translation of these results to the clinical
setting. The etiology of cognitive impairment in critically
ill patients is undoubtedly multifactorial and is the sub-
ject of ongoing discussion [2,3]. Nevertheless, crosstalk
between the lung and brain is poorly understood [22],
and although many randomized controlled clinical trials
have evaluated the efficacy and safety of various
methods of MV in ARDS and ALI patients, few studies
have explored the influence of MV patterns at the neu-
ronal level. Our findings about regional brain activation
during MV could help define particular areas susceptible
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to be activated by mechanoreceptors in the lung. Those
areas might play a crucial role in regulating early events
occurring during the application of non-adequate MV
patterns. Our findings might have implications for
understanding how the brain senses incoming signals or
insults from the lungs in anesthetized and paralyzed
subjects.

Conclusions

Our data further support the concept of brain-lung
interaction during MV and indicate the importance of
the ventilatory settings used. These findings may,
therefore, have clinical relevance and emphasize the
importance of further research in this field.

Key messages
« Injurious mechanical ventilation might be associated
with neuronal activation in discrete areas of the brain

« A high tidal volume might play a synergistic role on
c-fos expression in some areas of the brain.

+ The release of inflammatory mediators to the blood-
stream could be involved in the lung-to-brain interac-
tion during mechanical ventilation.

+ Lung-brain cross-talking is an emerging area of
research in critically ill patients receiving mechanical
ventilation.
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ABSTRACT—Background: Ventilatory strategy and specifically positive end-expiratory pressure (PEEP) can modulate the
inflammatory response and pulmonary-to-systemic translocation of lipopolysaccharide (LPS). Both inflammation and
ventilatory pattern may modify brain activation, possibly worsening the patient’'s outcome and resulting in cognitive
sequelae. Methods: We prospectively studied Sprague—Dawley rats randomly assigned to undergo 3h mechanical
ventilation with 7 mL/kg tidal ventilation and either 2cmH,O or 7cmH,O PEEP after intratracheal instillation of LPS or
saline. Healthy nonventilated rats served as baseline. We analyzed lung mechanics, gas exchange, lung and plasma
cytokine levels, lung apoptotic cells, and lung neutrophil infiltration. To evaluate brain neuronal activation, we counted
c-Fos immunopositive cells in the retrosplenial cortex (RS), thalamus, supraoptic nucleus (SON), nucleus of the solitary
tract (NTS), paraventricular nucleus (PVN), and central amygdala (CeA). Results: LPS increased lung neutrophilic
infiltration, lung and systemic MCP-1 levels, and neuronal activation in the CeA and NTS. LPS-instilled rats receiving
7 cmH,O PEEP had less lung and systemic inflammation and more c-Fos-immunopositive cells in the RS, SON, and
thalamus than those receiving 2cmH,O PEEP. Applying 7cmH,O PEEP increased neuronal activation in the CeA and
NTS in saline-instilled rats, but not in LPS-instilled rats. Conclusions: Moderate PEEP prevented lung and systemic
inflammation secondary to intratracheal LPS instillation. PEEP also modified the neuronal activation pattern in the RS,
SON, and thalamus. The relevance of these differential brain c-Fos expression patterns in neurocognitive outcomes
should be explored.

KEYWORDS—Experimental, inflammation, mechanical ventilation, neuronal activation, PEEP

ABBREVIATIONS—ALI—Acute lung injury; ARDS—Acute respiratory distress syndrome; BAS—Basal; CeA—Central
amygdala; IL—Interleukin; LPS—Ilipopolysaccharide; MAP—Mean arterial pressure; MCP—Monocyte chemoattractant
protein; MV—Mechanical ventilation; NTS—Nucleus tractus solitarius; PEEP—Positive end-expiratory pressure;
PVN—Paraventricular nucleus; RS—Retrosplenial cortex; SEM—Standard error of the mean; SON—Supraoptic
nucleus; TNF—Tumor necrosis factor; VILI—Ventilator-induced lung injury; VT—Tidal volume
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INTRODUCTION

Endotracheal intubation increases the risk of bacterial col-
onization of the lower respiratory tract, and may eventually lead
to pneumonia or pneumonitis (1). This event is clinically
relevant in critically ill patients attended in intensive care units
(ICU) and can trigger acute lung injury (ALI) or acute respir-
atory distress syndrome (ARDS) (2,3). Mechanical ventilation
(MV) also increases the risk of infection and can contribute to
the dissemination of bacteria or bacterial products (3—6). The
translocation of inflammatory mediators could compromise the
functionality of different organs and systems, including the
brain, and may be involved in ICU-acquired delirium or post-
ICU cognitive decline. The recent literature reflects growing
interest in lung—brain crosstalk (7,8), and its possible role in the
development and prevention of cognitive impairment (9,10) in
mechanically ventilated critically ill patients.

A protective ventilatory strategy with low tidal volume (Vt)
prevents ALI and inflammatory decompartmentalization after
intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) in rabbits
(11). Conversely, adverse ventilatory strategies cause pulmon-
ary-to-systemic translocation of LPS or bacteria, thereby pro-
moting the dissemination of inflammation (12,13). Whitehead
et al. (4) explored the effect of MV on cytokine response to
intratracheal LPS or saline using different ventilatory patterns
in an ex vivo rat model. They found TNFa« levels in bronchoal-
veolar lavage in lungs from animals instilled with saline under-
going MV were lower with low Vt; however, this protective
effect of low Vt was dampened in animals instilled with LPS.
Likewise, optimizing positive end-expiratory pressure (PEEP)
could help prevent ALI and inflammation (14,15) and neuro-
logical alterations.

The central nervous system (CNS) receives both humoral
and sensory inputs, which are regulated through the central
autonomic network, and the brain’s neuroimmune system helps
maintain body homeostasis. In a mouse model of ventilator-
induced lung injury (VILI), MV triggered apoptosis in hippo-
campal neurons via vagal and dopaminergic pathways (16).
However, how protective MV can affect brain homeostasis
remains unresolved (7). In a previous study using a rodent
model of VILI, we found that different levels of Vt resulted in
early differential neuronal activation, as reflected in increased
expression of c-Fos protein (8). The brain can probably sense
differential inputs from pulmonary stretch receptors that
change with Vt and PEEP level (17).

The optimal PEEP level is a matter of debate, and its
contribution in modulating lung—brain crosstalk is unknown.
We hypothesize that optimizing PEEP level immediately after
tracheal instillation could be crucial to prevent local and
systemic inflammation secondary to LPS and MV. Moreover,
we postulate that PEEP might also modify the pattern of
neuronal activation in the brain and changes in activation
patterns could help elucidate which areas of the brain partici-
pate in this modulatory response.

In this study, to ascertain the best level of PEEP to prevent local
inflammation and systemic dissemination and to explore the
influence of PEEP level on neuronal activation, we investigated
the effects of two PEEP levels on local, systemic, and brain
responses immediately after intratracheal instillation of LPS.

QUILEZ ET AL.

MATERIALS AND METHODS

Animal preparation and measurements

In accordance with the European Commission Directive 2010/63/EU for
animal experimentation, the university’s animal ethics committee approved the
study. We studied 38 adult male Sprague—Dawley rats (mean weight,
348 £32¢g) housed in standard conditions with a 12-h light—dark cycle and
food and water ad libitum. Animals were anesthetized with 75 mg/kg ketamine
and 10mL/kg xylazine intraperitoneally, placed supine, and tracheotomized.
An endotracheal tube (2mm inner diameter) was inserted and tightly tied to
avoid air leaks, and the rats were ventilated using a Servo-300 ventilator
(Magquet; Solna, Sweden) while paralyzed with repeated doses of succinylcholine
chloride. Anesthesia and muscle relaxation were administered every 45 min.
Airway pressure was monitored via a side port in the tracheal tube using a
pressure transducer (Valydine MP45, Valydine Engineering, Northridge, CA).
The left carotid artery was cannulated and connected to a pressure transducer
(Transpac Monitoring Kit, Abbot, Sligo, Ireland) to monitor mean arterial
pressure (MAP). The right jugular vein was cannulated for fluid infusion
(10 mL/kg/h). Blood and airway pressures were routed to an amplifier (Preso-
graph, Gould Godart, The Netherlands), converted to digital (Urelab, Barcelona,
Spain), and recorded in a personal computer (Anadat-Labdat Software, RTH
InfoDat, Montreal, Canada).

Rats were randomly assigned to one of five experimental groups: basal
group, in which animals were immediately exsanguinated after anesthesia and
no LPS or MV was not administered (n = 6); low-PEEP-saline group (SAL-2),
in which animals were ventilated with 2 cmH,O PEEP after saline instillation
(n=38); low-PEEP-LPS group (LPS-2), in which animals were ventilated with
2cmH,O PEEP after LPS instillation (n=28); moderate-PEEP-saline group
(SAL-7), in which animals were ventilated with 7cmH,O PEEP after saline
instillation (n = 8); and moderate-PEEP-LPS group (LPS-7), in which animals
were ventilated with 7cmH,O PEEP after LPS instillation (n=38). During
preparation, all rats were ventilated with 7mL/kg Vt and 2cmH,O PEEP, at
46 breaths/min, FiO,=0.4, and 1:2 inspiratory-to-expiratory ratio. Immedi-
ately after a 15-min stabilization period, 200 wg/kg LPS from Escherichia coli
055:B5 serotype (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) diluted in a total volume of
200 nL of sterile saline was intratracheally instilled; animals were rotated in
both lateral decubitus positions to facilitate homogeneous distribution. MV with
Vt 7mL/kg was maintained for 3h, and at the end of this period arterial blood
gases and respiratory system mechanics (inspiratory and expiratory pause) were
recorded. MAP was continuously monitored.

At the end of the 3-h MV period, rats were euthanized by exsanguination.
For protein determinations, 7 mL of blood from each animal was centrifuged
and plasma was stored at —80° C. Lungs and brains were removed and frozen
for tissue analyses. The left lung was fixed for histological analysis.

Histological analysis

Left lungs were fixed by instillation of 4% buffered formaldehyde at a
pressure of 5cmH,0 and then immersed in the same fixative. Lungs were
embedded in paraffin and sliced at 5 wm for histopathology and for terminal
deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end-labeling
(TUNEL) assay. After hematoxylin-eosin staining, two investigators (MEQ,
JLA), blinded to experimental groups, assessed alveolar neutrophil infiltration
by counting the neutrophils in 50 random fields per animal at a magnification of
%400 using ImageJ v1.36 (Wayne Rasband, NIH, USA) (18).

TUNEL assays in lung tissue

The TUNEL assay was performed using the In situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein (Roche Applied Science, Barcelona, Spain), according to the
manufacturer’s protocols. Briefly, deparaffinized sections were permeabilized,
rehydrated, and digested with proteinase K (Dako, Agilent Technologies,
Barcelona) at 37°C for 30min and then washed in phosphate buffer saline
(PBS) for 15 min. Then, sections were incubated with TUNEL reaction mixture,
containing TdT and fluorescein-dUTP, at 37°C for 1 h in the dark. Slides were
washed in PBS, mounted with Fluoromount Aqueous Mounting Medium
(Sigma-Aldrich), and viewed with a fluorescent microscope (Nikon Eclipse
Ti, Nikon Corp., Tokyo, Japan) using an excitation wavelength of 450—-500 nm.
To identify and count TUNEL-positive cells, 10 to 15 lung fields were captured
and examined with a magnifying power of x100 (ImageJ 1.40g, Wayne
Rasband).

Plasma and lung protein immunoassays

We measured interleukin (IL) IL-1b, IL-6, and IL-10; tumor necrosis factor
(TNF)a; and monocyte chemoattractant protein (MCP)-1 levels in plasma and
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lung tissue homogenates with a rat multiplex immunoassay kit (RCYTO-80K
MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine Panel, Millipore Corp., Billerica,
MA) using high-throughput multiplex Luminex technology (Luminex 200
System, Luminex, Austin, TX). Analyses of all samples, standards, and controls
were run in duplicate.

Brain immunohistochemistry

To investigate the functional location of neural activity induced by PEEP, we
examined brain c-Fos expression. C-Fos Protein is the product of the immediate
early gene c-fos, and it has been widely used as a marker of neuronal activity. Its
basal expression is low but increases quickly induced by a variety of stimuli. At
the end of the experiments, rats’ brains were removed and immediately frozen
and stored at —80°C. Later, the brains were cut into 20-pm coronal sections
(Cryostat CM 1900, Leica Microsystems, Barcelona, Spain) and stored at
—80°C. Some sections were stained with cresyl violet to identify the regions
of interest, and additional sections were processed for immunohistochemistry to
assess c-Fos expression in different areas (8): the paraventricular nucleus of the
hypothalamus (PVN), nucleus tractus solitarius (NTS), supraoptic nucleus
(SON), central amygdala (CeA), retrosplenial cortex (RS), and thalamus. After
immunostaining, activated areas were identified by light microscopy (DM250,
Leica, Wetzlar, Germany) with the aid of a stereotaxic atlas. Brain sections were
digitized; the c-Fos-positive cells were evaluated according to the staining
intensity of cells, and then semiquantified using Image J software (Imagel
1.40 g, Wayne Rasband) (8). An optimal threshold was set for all sections to
minimize any background signal.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with SPSS software (version 21; SPSS
Inc, Chicago, IL) under the supervision of an expert statistician. Results are
reported as mean = standard error of the mean (SEM). All data were tested for
homogeneity of variance (Levene’s test). Statistical analysis was performed
with one-way analysis of variance (17) followed by post-hoc Dunnett t-test for
comparisons between MV groups and the basal group (nonventilated animals).
Differences between the two levels of PEEP were assessed by Student 7 tests
separately for each saline or LPS instillation groups. MAP was compared by
one-way ANOVA for repeated measures. Level of significance was set at
P <0.05 and P<0.1 was considered to be a trend, because approaching,
although not reaching, the significant level.

RESULTS

Physiological parameters

MAP was similar in all groups. In animals ventilated with
7cmH,O PEEP (PEEP-7), respiratory system compliance
decreased (Fig. 1) (P=0.008 in SAL; P=0.0042 in LPS).
Animals ventilated with PEEP-7 had lower pH (P =0.049 in
SAL; P=0.0001 in LPS) and higher PaCO, (P =0.01 in LPS)
than those ventilated with 2cmH,O PEEP (PEEP-2), and LPS-
instilled animals receiving PEEP-7 had lower PaO,/FiO, than
LPS-instilled animals receiving PEEP-2 (P =0.002).

Inflammatory response

In basal rats, TNFa, IL-13, MCP-1, and IL-10 plasma levels
were low. By contrast, all rats undergoing tracheal instillation
and MV presented a global inflammatory response. Moreover,
the administration of LPS increased MCP-1 levels in plasma
(P=0.008 in PEEP-2). In LPS-instilled animals, TNFa
(P=0.048), IL-1B (P=0.08), IL-6 (P=0.09), MCP-1
(P=0.038), and IL-10 (P=0.09) levels were higher in
PEEP-2 than in PEEP-7 (Fig. 2). In saline-instilled animals,
IL-6 (P =0.03) and IL-10 (P = 0.09) plasma levels were higher
in PEEP-2 than in PEEP-7.

Similar effects were observed in lung tissue homogenates
(Fig. 3). TNFa, IL-13, IL-6, and MCP-1 levels were low in lung
tissue homogenates of basal rats. Intratracheal instillation of
LPS increased MCP-1 (P=0.024) and TNFa (P =0.095)

levels in lungs. In LPS-instilled animals, PEEP-7 reduced1 11
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TNFa (P=0.09), IL-13 (P=0.095), MCP-1 (P=0.038),
and IL-10 (P=0.06) levels. In saline-instilled animals,
PEEP-7 reduced IL-10 (P =0.007).

Lung neutrophil infiltration and apoptosis

Low levels of neutrophils and apoptotic cells were found in
the lungs of basal animals. Neutrophil infiltration was higher in
LPS-instilled than in saline-instilled animals (P=0.021)
(Fig. 4), but PEEP-7 significantly reduced the number of infil-
trated neutrophils in the lung (P =0.002). All instilled-MV rats
had TUNEL-positive cells in lung sections. In LPS-instilled rats,
there were no differences between the two levels of PEEP; by
contrast, in saline-instilled rats, there were fewer TUNEL-
positive cells in PEEP-7 than in PEEP-2 (P =0.092) (Fig. 4).

c-Fos immunopositive brain areas

We found no c-Fos-immunopositive cells in brains from
healthy, nonventilated animals (see Figures, Supplemental
Digital Content 1, at http://links.lww.com/SHK/A324). By con-
trast, all rats that underwent instillation and MV presented c-Fos
immunoreactivity in all areas studied (Figs. 5 and 6 and Figures,
Supplemental Digital Content 1, at http://links.Iww.com/SHK/
A324). Neuronal activation was higher in LPS-instilled rats than
in saline-instilled rats in CeA (P = 0.048) and NTS (P = 0.0001).
PEEP level had no effect on neuronal activation in these areas in
LPS-instilled rats. In saline-instilled rats, however, neuronal
activation in the CeA (P =0.09) and NTS (P =0.01) was higher
in animals receiving PEEP-7 than in those receiving PEEP-2. In
the PVN, no differences in neuronal activation were found
between groups. LPS-7 rats had more c-Fos-immunopositive
cells than LPS-2 rats in the RS (P=0.012), SON (P = 0.049),
and thalamus (P = 0.049), but there were no differences between
SAL-7 and SAL-2 rats (Figs. 5 and 6). No differences between
brain hemispheres were found. Supplemental Digital Content 1,
at http://links.lww.com/SHK/A324, contains representative
images of c-Fos-immunopositive cells in the different areas of
the brain explored.

DISCUSSION

The major finding of our study is that applying moderate
PEEP immediately after intratracheal LPS instillation
prevented lung inflammation and the dissemination of inflam-
matory mediators. Our results also demonstrate that the pattern
of neuronal activation that can be modified by intratraqueal
instillation of LPS might also be modulated by PEEP.

Intratracheal LPS instillation has been widely used to mimic
contamination of the endotracheal tube and upper airways and the
inflammatory response secondary to local infection in animal
models of ALI/ARDS (19). In the present study, intratracheal
LPS instillation contributed to local inflammation and neutrophil
recruitment in the lungs of animals undergoing MV with low PEEP.

Regarding the use of higher levels of PEEP to protect from
the adverse effects of LPS instillation, a recent experimental
study demonstrated that higher PEEP decreased ventilation
heterogeneities in the first 2 h following bronchoaspiration
(20). In the present study, we found PEEP-7 was beneficial in
preventing the inflammatory response secondary to LPS
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administration, despite a certain degree of lung overdistension
in these rats. PEEP-7 decreased static lung compliance, prob-
ably by increasing alveolar dead space (21,22). PEEP-7 may
have expanded aerated airspaces, inducing overinflation, prob-
ably because of the low potential of recruitment in these lungs.
The height of the rat thorax is around 2 cm (compared with 8§ cm
in humans), so PEEP-7 level would correspond to 26—
28 cmH,0O in humans, which is excessive (23). This could
favor ventilation/perfusion mismatch and might contribute to
the hypercapnia and respiratory acidosis observed in both
saline- and LPS-instilled rats receiving PEEP-7. PEEP
decreased both the local inflammatory and systemic inflam-
matory responses to LPS; we hypothesize that this trend to
decrease resulted from PEEP’s effect of reducing strain and
shear stresses during the repeated opening and closing of lung
units (15,24). Several authors have also reported that
pulmonary cells respond differently to different insults (25).
Hypercapnic acidosis modulates inflammation in VILI (26)
but not in lung injury caused by bacterial pneumonia (27). In
view of our results, we cannot rule out a protective contri-
bution from hypercapnic acidosis in our model. We postulate
that in the rats receiving LPS instillation and MV PEEP-7
prevented both local and systemic inflammatory responses
induced by LPS, even when these PEEP levels promoted over-
distension.

Intratracheal LPS also induced a CNS response evidenced by
c-Fos immunoreactivity in the CeA and NTS, corroborating
organ cross-talk in the proinflammatory response. The CeA is
involved in processing autonomic information and receives
sensory inputs and inputs from the NTS, which is itself a
primary detector of cytokines (28). Vagal afferent neurons
can be activated by peripheral LPS, so vagal innervation could

explain how intratracheal LPS could cause neuronal activation
before a systemic response develops (29). In fact, in a recent
study we showed that after stimulation with LPS, pulmonary
epithelial cells release different mediators that significantly
affect brain cells in culture (30).

Furthermore, the results of the present study corroborate our
previous finding that MV in itself promotes c-Fos immunor-
eactivity in several areas of the brain (8). Beyond this finding,
our results show that PEEP can contribute to the differential
regional regulation of neuronal activity that accompanies the
pulmonary and systemic inflammatory cascades. Although
PEEP may affect the cerebral circulation by hemodynamic
(31) and CO,-mediated mechanisms (21), in our study, similar
levels of hypercapnia in PEEP-7 animals resulted in different
activation patterns in the brain depending on whether they
received LPS or saline. Even in the absence of LPS instillation,
PEEP-7 resulted in increased neuronal activation in the NTS
and CeA. We also observed neuronal activation in PVN and
CeA independent of inflammatory mediators in the LPS-7
group. PEEP-7 immediately after tracheal LPS instillation
prevents the proinflammatory cascade. We speculate that PEEP
results in neuronal activation before a systemic response is
manifest, and this neuronal activation is achieved through
neural pathways. The NTS controls the response to baroreflex
stimuli (29), so information about lung stretching could reach
the NTS in the brain stem via the vagus nerve (32).

The vagal pathway plays a crucial role in lung—brain com-
munication by activating the cholinergic anti-inflammatory
reflex, which attenuates VILI (16,32). The sensory nerves
respond to mechanical forces and to tissue damage by inhibit-
ing the local activation of macrophages, enabling targeted
control of the damage focused only on maintaining local
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tissue integrity without compromising the global immune
response.

Various studies indicate that brain regions (hippocampal
nuclei, SON, and PVN) respond to acute stress by increasing
immunoreactivity to c-Fos (33,34). In the present study, RS,
SON, and thalamus immunoreactivity to c-Fos was clearly
higher in LPS-instilled rats receiving PEEP-7 than in LPS-
instilled rats receiving PEEP-2 or in saline-instilled rats
receiving either PEEP level. Thus, it seems that moderate
PEEP could contribute to modulating not only the inflam-
matory response but also neuronal activation in these discrete
areas. Interestingly, in our previous study (8), we also
observed increased immunoreactivity to c-Fos in the RS
and thalamus in rats receiving high Vt without PEEP and
in spontaneously breathing rats. Our present data cannot
determine whether neuronal activation in RS, SON, and
thalamus is definitely linked with the modulation of inflam-
mation observed in LPS-7 animals, and future studies should
clarify this point.

Limitations of the study

Caution is warranted in extrapolating the results obtained
with experimental animal models into the clinical setting.
Nevertheless, intratracheal LPS instillation is a widely
accepted model to mimic tracheal contamination. Moreover,
although the 3-h experimental period is short, it is sufficient
to examine the early effects of our ventilatory strategies
(8,18). Animals receiving 7cmH,O PEEP presented hyper-
capnia, probably associated with lung overdistension. The
brain is sensitive to CO, (35) and we cannot rule out some

P <0.05 comparing PEEP-7 vs. 2cmH,O PEEPR

overlooked effects in this regard. This study provides infor-
mation about which areas in the brain participate in the
response to LPS and PEEP, but it does not explore the
mechanisms involved in lung-to-brain communication. The
use of vagotomized or haloperidol-treated animals could
address the role of vagal signaling in the response to PEEP
in future studies (16,32).

Clinical relevance

Cytokine release has negative effects on emotional and
memory functions and can compromise outcomes in critically
ill patients (36). Despite the recovery of lung function,
survivors of critical disease often fail to recover their previous
functional status and have cognitive impairment, memory
deficits, or emotional disturbances (9,36). Brain—lung cross-
talk during MV is a novel but growing area of research
(7,8,16,32,37,38). We can only speculate about how changes
in c-fos expression in different areas of the brain could modify
susceptibility to long-term neurocognitive disorders. In this
regard, the thalamus is involved in processing nociceptive
signals and contributes to spatial memory and adaptation to
stress (39). The RS is vital for memory, and RS hypoactivity has
been reported in the early stages of Alzheimer’s disease
(39,40). Both the thalamus and RS are functionally connected
with the hippocampus (40), which is involved in forming,
organizing, and storing memories and also in connecting
emotions and senses to memories.

Characterizing the mechanisms underlying these CNS alter-
ations could help improve strategies to prevent cognitive
impairment. Management strategies that contribute to reducing
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inflammation might somehow help prevent cognitive impair-
ment in intensive care survivors.

CONCLUSIONS
In our experimental model, applying moderate PEEP
immediately after intratracheal LPS instillation showed a

P<0.05

tendency to prevent lung inflammation, neutrophil recruitment,
and the dissemination of inflammatory mediators. Moreover,
PEEP modified the neuronal activation pattern in particular
areas of the brain, such as the RS, SON, and thalamus.
Although neuronal activation in some specific areas might also
be explained by the inflammatory response, PEEP might help
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apoptosis rates. LPS-instilled rats receiving 7cmH,O PEEP presented lower levels of neutrophils than those receiving cmH,O PEEP Bars represent
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prevent inflammation by protecting against injury from
repeated opening and closing of alveoli.

Cognitive impairment after discharge from intensive care is
undoubtedly multifactorial. Our findings show that MV and
PEEP level could modulate neuronal activity in some areas in
the brain that are related to memory impairment and responses
to stress. Further studies are necessary to understand the
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7cmH>O PEEP had more immunopositive cell§ in the thalamus, RS, and
SON than those receiving 2cmH,O PEEP ( P<0.05). Bars represent
means + SEM.

complex lung-brain interactions in mechanically ventilated
patients and to prevent neurocognitive impairment in these
patients.

Key messages

PEEP modulates inflammation and the pattern of neuronal
activation in the brain.

Copyright © 2015 by the Shock Society. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Lung-brain cross-talk in critically ill patients receiving

mechanical ventilation is clinically relevant and deserves
special attention in the intensive care unit.
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F1. Representative images of c-Fos-immunopositive cells in different areas of the brain

corresponding to the quantification depicted in Figure 5 in the main text.
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F2. Representative images of c-Fos-immunopositive cells in different areas of the brain

corresponding to Figure 6 in the main text.
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Organ crosstalk during acute lung injury, acute
respiratory distress syndrome, and

mechanical ventilation

Maria E. Quilez®, Josefina Lopez-Aguilar*®, and Lluis Blanch®

Purpose of review

Multiple organ failure is the main cause of morbidity and mortality in acute lung injury (ALl) and acute
respiratory distress syndrome (ARDS) patients. Moreover, survivors of both ALl and ARDS often show
significant neurocognitive decline at discharge. These data suggest a deleterious organ crosstalk between
lungs and distal organs. This article reviews the recent literature concerning the role of this organ crosstalk
during ALl, ARDS, and mechanical ventilation, especially focusing on brain—lung communication.

Recent findings

Numerous pulmonary and extrapulmonary disorders could predispose critically ill patients to ALl and
ARDS. Mechanical ventilation, although a lifesaving intervention, could contribute by modulating the
mechanisms involved in the pathophysiology of lung damage and their impact on remote organs. Emerging
clinical and experimental evidence supports the hypothesis of a multidirectional organ crosstalk between

lungs and distal organs.

Summary

Organ crosstalk is an emerging area of research in lung disease in critically ill patients. The findings of
these studies are clinically relevant and show the importance of an integrative approach in the
management of critical patients. However, further studies are necessary to understand the complex

inferactions concurring in these pathologies.

Keywords

acute lung injury, inflammation, mechanical ventilation, organ crosstalk

INTRODUCTION

Acute lung injury (ALI) and its most severe form,
acute respiratory distress syndrome (ARDS), are
common in critically ill patients. Both syndromes
are associated with high morbidity and mortality
and constitute a major healthcare burden in inten-
sive care units [17].

Numerous pulmonary and nonpulmonary dis-
orders (e.g., trauma and sepsis) could predispose
critically ill patients to ALI and ARDS. The patho-
physiology of both conditions includes inflam-
mation of alveoli resulting in diffuse alveolar
injury, recruitment of neutrophils to lung paren-
chyma, release of cytokines, and the loss of the
alveolar—epithelial barrier. As a consequence of
these phenomena, ALI and ARDS are characterized
by severe hypoxemia and alterations in lung func-
tion that result from increased lung permeability. In
addition, in recent years, numerous studies have
established that long-term survivors of ALI/ARDS

1070-5295 © 2012 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wlllgrg

often have significant neurocognitive and
emotional morbidity, and decreased quality of life
at hospital discharge.

The aim of this review is to update the recent
information in the literature concerning the role of
organ crosstalk, paying special attention to brain-—
lung communication, in critically ill patients with
lung injury.
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KEY POINTS

e Organ crosstalk is an emerging, interesting, and
clinically relevant field, in which the brain plays an
essential role.

The direct or differed damage of the central nervous
system has detrimental effects on remote organs and
systems, and could lead to multiple organ dysfunction
in the critically ill patient.

Mechanical ventilation may affect the central nervous
system by modifying expression patterns in the brain,
thus underlining the importance of an adequate
ventilatory management to prevent worsening outcomes
in the critical patient.

The intrinsic pathways and biological mechanisms
through which information from remote injured organs
can reach the brain, and produce neurological or
multiorganic impairment, remain fo be elucidated.

FROM ACUTE LUNG INJURY, ACUTE
RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME,
AND MECHANICAL VENTILATION TO
MULTIPLE ORGAN FAILURE

Although mechanical ventilation provides essential
life support for critically ill patients, it can also cause
or aggravate lung damage. This damage, called
ventilator-induced lung injury (VILI), may result
in pulmonary changes that mimic the clinical fea-
tures of ALI and ARDS [2*].

Several experimental and clinical studies have
demonstrated that mechanical ventilation may trig-
ger a biological response involving the release of
inflammatory mediators that can aggravate lung
injury and be propagated to distal organs, some-
times leading to systemic organ dysfunction. This
set of biological processes is called biotrauma [3,4].

The use of inappropriate ventilatory patterns
may cause changes in global and/or regional stress
and strain in the lungs, which could result in cells
releasing inflammatory mediators (mechanotrans-
duction) and the disruption of the alveolar barrier.
The increased permeability resulting from this struc-
tural damage can lead to edema and cyclical alveolar
collapse and reopening [5].

This inflammatory cascade primarily initiated in
the lungs is propagated into the circulation and can
reach distal organs, playing a key role in the devel-
opment of multiple organ dysfunction syndrome
(MODS). In fact, MODS is the main cause of morbid-
ity and mortality in ALI/ARDS patients, supporting
the idea of a deleterious organ crosstalk between
lungs and distal organs. Although the release of
cytokines triggered by lung injury seems to be one
of the most important mechanisms in the

24 WWW.co-criticalcare.com
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development of extrapulmonary organ dysfunction,
the intrinsic pathways through which the inflam-
matory mediators exert their detrimental effects
have yet to be established (Fig. 1).

After an experimental study of alveolar stretch
due to mechanical ventilation, Hegeman et al. [4]
proposed that the activation of endothelial cells in
distal organs is an essential step in the development
of multiple organ failure. Moreover, some exper-
imental studies and clinical trials in ALI/ARDS have
shown that the application of protective ventilatory
strategies is associated with a decrease in extrapul-
monary organ dysfunction and mortality [6]. Imai
et al. [7™] found that injurious mechanical venti-
lation increased epithelial cell apoptosis in the kid-
ney and small intestine and led to abnormal
elevations of biochemical markers for organ dys-
function. These authors suggested that increased
levels of inflammatory mediators and circulating
proapoptotic soluble factors (such as soluble Fas
ligand) may be involved in this process and lead
to multiple organ dysfunction.

ORGAN CROSSTALK: EMERGING
CLINICAL AND EXPERIMENTAL EVIDENCE

ARDS and acute kidney injury are frequent compli-
cations in critically ill patients with MODS. Pannu
and Mehta [8"] proposed a number of mechanisms
to explain the effects of positive pressure ventilation
on renal function, including a reduction in cardiac
output, redistribution of intrarenal blood flow,
stimulation of sympathetic and hormonal path-
ways, and release of systemic inflammatory
mediators as a consequence of VILI. A prospective
study by Ranieri ef al. [9] found a higher incidence of
renal failure in patients ventilated using conven-
tional strategies than in those ventilated with a lung
protective strategy [low tidal volume and high
positive end-expiratory pressure (PEEP) ventilation].
This observation was confirmed in the randomized
controlled Acute Respiratory Distress Syndrome
Network trial [6]. Recent experimental data also
suggest that the development of renal failure
adversely affects lung function by altering the per-
meability of the pulmonary vessels. However, the
clinical importance of this observation needs to be
determined. Similarly, Guery et al. [10] found an
increase in plasma TNF-alpha and gut permeability
in a high tidal volume injury model, supporting the
hypothesis of a crosstalk between the lungs and the
gastrointestinal tract. Moreover, there is increasing
evidence that prolonged rest or reduced activity of
the diaphragm induced by mechanical ventilation
triggers ventilator-induced diaphragm dysfunction.
Hussain et al. [11] demonstrated that diaphragm
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FIGURE 1. Schematic representation of organ crosstalk during acute lung injury, acute respiratory distress syndrome, and

mechanical ventilation.

disuse leads to activation of the autophagy-lyso-
some pathway through oxidative stress and the
induction of the FOXO1 transcription factor. There-
fore, mechanical ventilation can have adverse
effects in organs like muscles, intestines, and kid-
neys that are necessary for normal life.

Recently, studies in experimental models of iso-
lated ventilated and perfused heart-lung blocks
have demonstrated that the lung hemodynamics
may interact with tidal ventilation to modulate lung
injury [12]. Inflation of the lungs above their func-
tional residual capacity results in an increase in
pulmonary vascular resistance [13], and the increase
in vascular resistance is largely the result of com-
pression of the alveolar microcirculation by tidal
increase in alveolar and thus extramural pressure.
Tidal alveolar vessel compression is opposed by the
alveolar vessel intramural pressure, which, every-
thing else being equal, varies in parallel with left
atrial pressure. In other words, the alveolar vessel
compression from positive pressure ventilation is
opposed by increases in left atrial pressure and is
enhanced by decreases in left atrial pressure [14].
Recent data support the concept that lung vessels
exposed to injurious ventilatory patterns behave
like material prone to fatigue and failure in similar
experimental conditions. Thus, it seems that both
high and low capillary pressures should be avoided

1070-5295 © 2012 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wlllgrg

to limit the risk of VILI [12,14]. Moreover, these
effects are aggravated by ventilation at rapid respir-
atory rates with concomitant increases in pulmon-
ary artery pressure [15"] and by high cardiac output
[16,17]. In this context, PEEP reduces transmural
pressure (decreases strain) and attenuates edema
formation and lung hemorrhage [18]. These data
highlight the interactive nature of the processes and
cofactors involved in the modulation of VILI, like
global and/or regional pulmonary hemodynamics;
the presence, type, and timing of secondary lung
insults; and interactions between regional hetero-
geneity of pulmonary perfusion and regionally
heterogeneous peak airspace strains. Lastly, these
vascular variables also point to potential difficulties
in designing appropriate trials of ‘lung protective’
ventilatory strategies.

THE IMPORTANCE OF BRAIN-LUNG
CROSSTALK

Brain injury triggers extracerebral dysfunctions and
its neurological sequels are the main causes of death
or disability in this context [19]. Various authors
have reported that a significant portion of patients
with acute brain injury develop pulmonary compli-
cations, but the causes of these complications are
unclear [20-23]. In a review published in 2005,
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Pelosi et al. [20] categorize three major causes of
pulmonary complications in these patients: neuro-
genic pulmonary edema, alterations in ventilation-
perfusion mismatch, and structural parenchyma
abnormalities. In addition, the authors emphasize
the increased risk of ventilator-associated pneumo-
nia in brain-injured patients and recommend some
strategies (such as prone positioning or earlier wean-
ing from mechanical ventilation) to avoid respirat-
ory dysfunction or prevent lung infection. Careful
management of brain-injured patients aims to both
prevent respiratory failure and ameliorate neuro-
logic outcome [24].

Brain injury may also predispose lungs to sub-
sequent injurious mechanical or ischemic insults
that increase susceptibility to respiratory failure.
In a model of massive brain injury in rabbits, our
group found increased vulnerability to VILI in brain-
damaged rabbits compared with those with intact
brains [25"]. These findings might result from
multiple mechanisms related to massive brain
injury. One such mechanism is brain injury-trig-
gered sympathetic activation, which correlates with
the release of catecholamines. This increase in cat-
echolamine levels leads to a phase characterized
by hypertension, vasoconstriction, and increased
systemic and pulmonary vascular resistance and
may incite endothelial damage ultimately resulting
in pulmonary edema. Moreover, models of exper-
imental brain injury have also shown that neuro-
kinins and neuropeptides also play a role in
bronchoconstriction, mucosal edema, and leuko-
cyte adhesion. Lastly, acute brain injury is associated
with high levels of proinflammatory cytokines in
the brain that may trigger the release of systemic
inflammatory mediators and cause a severe
systemic imbalance associated with an elevated risk
of complications [26]. All together, clinical and
experimental data support the idea that damage
to the central nervous system can have detrimental
effects on remote organs and systems; however,
little is known about the mechanisms through
which injury to distal organs may affect the brain
[27].

In this sense, because clinical evidence suggests
that pulmonary disorders may also worsen and trig-
ger brain injury, resulting in distinctive poor neuro-
cognitive outcomes, recent studies have focused on
lung-to-brain communication [28]. Critical care
patients who undergo long-term mechanical venti-
lation and ARDS survivors have distinctive neuro-
logical impairment including memory and
cognitive decline at discharge [19,29]. Furthermore,
Hopkins et al. [30%] found that more than 20% of
ARDS survivors had a reduced quality of life with a
significantly elevated rate of depression and anxiety.

26 WWW.co-criticalcare.com
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Again, the biological mechanisms involved in these
outcomes remain to be elucidated.

In a recent experimental study in pigs, Heuer
etal. [31] analyzed the mutual and synergistic effects
of acute intracranial hypertension and ARDS on
neuronal and pulmonary damage. Not only did they
find that acute intracranial hypertension induced
damage in healthy lungs and worsened lungs with
preexisting lesions, but also they found that ARDS
exacerbated cerebral damage during intracranial
hypertension. These authors evaluated brain dam-
age by examining the hippocampus, as this area is
highly vulnerable to ischemic injury, trauma, or
hypoxia. However, the design of the study did not
allow them to determine whether ARDS or acute
intracranial hypertension alone were able to cause
hippocampal damage. Regardless of these unre-
solved issues, these results suggest the existence of
organ crosstalk and hint at the knowledge that
might be obtained from studying the molecular
mediators in the brain.

In a first approach to investigate a potential
neuronal response to injurious mechanical venti-
lation, Quilez et al. [1®] assessed neuronal activation
in a rat model of injurious mechanical ventilation.
They measured the expression of c-fos protein in the
brain to elucidate early neurological changes that
might be associated to lung injury. The c-fos protein
is a member of the family of immediate early genes
and its expression increases quickly and often
dramatically after a variety of stimuli and conditions
(metabolic stress, ischemia, and inflammation) [32];
its role in the nervous system has been widely
studied, and it is considered an early marker of
neuronal activation. Quilez et al. [1"] found only
minimal differences in the systemic inflammatory
response or lung function between rats ventilated
with high tidal volume and those ventilated with
low tidal volume; however, rats ventilated with high

LVt HVt

- —

FIGURE 2. Representative images of c-fos immunostaining on
rat brain. In an experimental model of mechanical ventilation
in rats, high tidal volume (HV1) ventilation increased c-fos
expression in the retrosplenial cortex compared with low tidal
volume (LV1). Black arrows indicate some examples of c-fos-
positive cells. Data from Quilez et al. [17].
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tidal volume had increased c-fos expression in dis-
crete areas of the brain (Fig. 2). Although the design
of this study makes it impossible to ascertain the
mechanism connecting lung overstretching and
increased c-fos expression, these data suggest a syn-
ergistic role of high tidal volume in the activation of
these brain areas, underlining the importance of
ventilatory settings [17].

Several aspects of ventilation management in
critical care have implications in both brain-injured
and lung-injured patients. Ventilatory strategy may
affect the central nervous system by modifying the
inflammatory response, as occurs in other distal
organs, and by altering regional cerebral blood flow
and oxygenation. Regarding the relevance of oxy-
gen depletion in cerebral tissue and cognitive
impairment, hypoxic damage to hippocampal struc-
tures is clearly associated with memory impairment.
In a porcine model of ALI, Bickenbach et al. [33]
showed that the inflammatory response with low
tidal volume ventilation was more attenuated com-
pared with high tidal volume ventilation, resulting
in improved cerebral tissue oxygenation and
cerebral metabolism.

Sepsis-associated brain injury has been widely
studied [34]. Recently, Stevens and Puybasset [28]
suggested that some of the effects of sepsis on the
brain may be relevant to brain dysfunction encoun-
tered in ALI/ARDS, given the mechanistic and epi-
demiologic similitude between the two pathologies.
Similarly, Villar et al. [35™"] hypothesize that inju-
rious mechanical ventilation could be responsible
for the perpetuation and worsening of sepsis in
some patients and for the development of sepsis-
like syndromes in others. In an earlier study [36], the
same group found that mechanical ventilation in
the absence of a previous infection induced an
increase in the TLR4-signaling pathway, a receptor
implicated in signal transduction events induced by
endotoxin. Thus, they reason that, in the absence of
a previous pulmonary infection, the epithelial and
endothelial damage induced by mechanical venti-
lation could be responsible for the translocation of
soluble mediators and may start early inflammatory
responses similar to those evoked by endotoxin or
during infections.

Although many other studies have investigated
the neuroimmune crosstalk, usually focused on the
response of the central nervous system to systemic
inflammation [34,37,38], the mechanisms through
which information from remote injured organs can
reach the brain are poorly understood (Fig. 1).

Lungs and brain share some identical bio-
chemical mediators of inflammation that can be
released to the bloodstream and sensed at a distance
through the interaction with specific receptors. As

1070-5295 © 2012 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wlllgr?

the blood-brain barrier protects the brain against
the immune system, the circumventricular organs
have been postulated to act as communicating
structures between the brain and the bloodstream
[19].

The autonomic nervous system should also be
considered in this neuroimmune crosstalk. Peri-
pheral inflammatory signals can reach the central
nervous system through the vagus nerve, which in
turn controls the systemic inflammatory response
(the cholinergic inflammatory pathway) [39*]. To
gain insight into this matter, Dos Santos et al. [40™"]
performed an experimental study, demonstrating
that the stimulation of the cholinergic anti-inflam-
matory reflex may be an alternative treatment for
ventilated patients with ARDS/ALI [39",40"].

CONCLUSION

Data from recent studies demonstrate a perceptible
crosstalk between distal damaged organs. These
findings may have clinical relevance in the manage-
ment and outcome of critically ill patients; however,
further studies are necessary to elucidate the mech-
anisms involved in this communication.
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PALABRAS CLAVE Resumen Los pacientes con lesion pulmonar aguda o sindrome de distrés respiratorio agudo
Lesion pulmonar (SDRA) ingresados en unidades de cuidados intensivos (UCI) presentan alteraciones neuropsi-
aguda; cologicas que en la mayoria de los casos se extienden mas alla de la fase aguda, acarreando
Sindrome de distrés importantes déficits en su calidad de vida. El objetivo de la presente puesta al dia es profundi-
respiratorio agudo; zar en el andlisis de la compleja interaccion entre el pulmon y el cerebro en el enfermo critico
Ventilacion sometido a ventilacién mecanica. Inicialmente se describen las alteraciones neuropsicoldgicas
mecanica; asociadas tanto durante la fase aguda de estancia en la UCI como al alta hospitalaria. En un
Alteraciones segundo apartado se analiza la interaccion pulmon-cerebro durante la ventilacion mecanica y,
neuropsicologicas finalmente, se explora la etiologia y los mecanismos que dan lugar a las alteraciones neurolo-
y cognitivas; gicas que se observan en estos pacientes. El manejo del paciente critico requiere de una vision
Interaccion integradora enfocada a minimizar los efectos deletéreos a corto, medio o largo plazo.
pulmon-cerebro; © 2012 Elsevier Espafa, S.L. y SEMICYUC. Todos los derechos reservados.

Sindrome

confusional;

Delirio;

Sistema nervioso

central;

Unidad de cuidados

intensivos

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: Lblanch@tauli.cat (L. Blanch).

0210-5691/$ - see front matter © 2012 Elsevier Espafa, S.L. y SEMICYUC. Todos los derechos reservados.
http://dx.doi.org/10.1016/j.medin.2012.10.005

129


dx.doi.org/10.1016/j.medin.2012.10.005
http://www.elsevier.es/medintensiva
mailto:Lblanch@tauli.cat
dx.doi.org/10.1016/j.medin.2012.10.005

486

Documento descargado de http://www.medintensiva.org el 04/03/2015. Copia para uso personal, se prohibe la transmisién de este documento por cualquier medio o formato.

J. Lépez-Aguilar et al

KEYWORDS
Acute lung injury;
Acute respiratory
distress syndrome;
Mechanical
ventilation;
Neuropsychological
and cognitive
impairment;
Lung-brain
interaction;
Confusional
syndrome;
Delirium;

Central nervous
system;

Intensive care unit

Lung-brain interaction in the mechanically ventilated patient

Abstract Patients with acute lung injury or acute respiratory distress syndrome (ARDS) admit-
ted to the ICU present neuropsychological alterations, which in most cases extend beyond the
acute phase and have an important adverse effect upon quality of life. The aim of this review
is to deepen in the analysis of the complex interaction between lung and brain in critically ill
patients subjected to mechanical ventilation. This update first describes the neuropsychologi-
cal alterations occurring both during the acute phase of ICU stay and at discharge, followed
by an analysis of lung-brain interactions during mechanical ventilation, and finally explores
the etiology and mechanisms leading to the neurological disorders observed in these patients.
The management of critical patients requires an integral approach focused on minimizing the
deleterious effects over the short, middle or long term.

© 2012 Elsevier Espana, S.L. and SEMICYUC. All rights reserved.

Introduccion

Los importantes avances desarrollados en el manejo del
paciente critico a lo largo de la Ultima década han mejorado
los indices de supervivencia de los mismos pero han puesto
de relevancia la necesidad de velar también por reducir la
morbilidad de estos pacientes. La lesion pulmonar aguda
(LPA) y el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) se
asocian aun a elevados indices de morbilidad’-2. Entre otras,
los supervivientes de estas enfermedades presentan altera-
ciones neuropsicoldgicas que se extienden mas alla de la fase
aguday de la estancia hospitalaria y conducen a importantes
déficits en su calidad de vida que pueden perdurar a lo largo
del tiempo. Estas secuelas neurocognitivas generan no solo
un problema sociosanitario, sino también econdémico dada la
gran cantidad de recursos que deben destinarse a compen-
sar las situaciones de dependencia de los supervivientes. Por
ello, el analisis de la compleja interaccion entre organos en
el enfermo critico es de crucial importancia para garantizar
la optimizacion del abordaje clinico de estos pacientes y
para minimizar las complicaciones derivadas de su manejo.

Las alteraciones cerebrales adquiridas en el paciente cri-
tico son fruto tanto de las multiples disfunciones organicas
derivadas de la enfermedad como de su manejo durante
la estancia en la unidad de cuidados intensivos (UCI). En
la presente puesta al dia focalizaremos nuestro interés en
el eje pulmon-cerebro con la finalidad de identificar qué
factores implicados en la LPA y en su manejo ventilatorio
pueden conllevar la aparicion de alteraciones neuropsico-
logicas. El objetivo es revisar la literatura mas reciente
relativa a la comunicacion pulmén-cerebro en el paciente
critico, no neurolodgico. En un primer enfoque se describiran,
desde el punto de vista clinico, las alteraciones psicolo-
gicas y neuropsicoldgicas que se observan en el paciente
critico y que ocurren tanto durante la fase aguda de estancia
en la UCI como al alta hospitalaria. En un segundo apar-
tado se analizaran los factores implicados en la interaccion
pulmon-cerebro ahondando tanto en los mecanismos fisio-
patologicos relacionados con la enfermedad como en los
derivados de su manejo clinico, prestando especial inte-
rés al papel que tiene la ventilacion mecanica (VM). Para
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finalizar, se exploraran las posibles vias de sefalizacion y
las bases moleculares e histopatologicas de las alteraciones
neurologicas descritas.

Alteraciones neuropsicolégicas en el paciente
critico

El manejo médico y quirlirgico del paciente ingresado en
la UCI se asocia frecuentemente con la presencia de défi-
cits neurocognitivos', incluso en aquellos pacientes sin
alteraciones cognitivas previas. Ademas, recientemente,
se ha puesto de manifiesto que la VM, a pesar de ser
una herramienta de soporte vital para el paciente critico,
se relaciona con frecuencia con el desarrollo de déficits
neuropsicologicos'.

Es posible distinguir 2 tipos de alteraciones neurocogniti-
vas en el paciente critico que recibe VM asociadas tanto a la
fase aguda como a la fase cronica. El sindrome confusional
es el cuadro neuropsiquiatrico mas cominmente observado
durante la fase aguda del paciente critico*®. Se caracte-
riza por una alteracion del nivel de alerta con disminucion
en la habilidad de focalizar, mantener y/o cambiar la aten-
cion, cambios en otras funciones cognitivas y/o el desarrollo
de alteraciones perceptivas. Suele manifestarse durante un
corto periodo de tiempo y muestra un curso fluctuante a
lo largo del dia. El sindrome confusional en pacientes de
la UCI es una de las causas mas frecuentemente relaciona-
das con la presencia de deterioro cognitivo a largo plazo®-2.
En un estudio reciente se ha demostrado que en pacien-
tes con VM la duracion del sindrome confusional es, en si
misma, un predictor independiente del déficit cognitivo a
los 3 y 12 meses tras el alta hospitalaria®. La prevalen-
cia del sindrome confusional se sitla, aproximadamente,
entre un 50-70% en los pacientes de la UCI no ventilados
mecanicamente y aumenta hasta un 60-80% en los pacientes
ventilados mecanicamente’?'3.

El interés por el estudio de los déficits cognitivos obser-
vados a largo plazo y asociados a la estancia en la UCI
es relativamente reciente. Atendiendo a la Ultima revision
de Hopkins y Jackson sobre el tema'#, actualmente solo
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existen 10 cohortes con un total de 450 pacientes donde se
han estudiado estos déficits neuropsicologicos en pacientes
criticos tras su estancia en la UCI'. Los estudios se centra-
ron en pacientes con SDRA'> ', LPA'7 en pacientes con fallo
respiratorio’®, un solo estudio con pacientes de UCI médi-
cas y otros 2 estudios incluian todos los pacientes criticos
de la UCI"?%, Los datos sugieren que al menos un tercio de
los pacientes de la UCI desarrollan déficits neurocognitivos
cronicos de una magnitud similar al déficit cognitivo obser-
vado en las demencias leves y moderadas?'. Esta prevalencia
aumenta hasta en un 80% en aquellos pacientes que durante
su estancia hospitalaria presentan SDRA".

Las alteraciones neuropsicologicas asociadas a la estan-
cia en la UCI han sido descritas en pacientes con SDRA
tanto al alta hospitalaria como a los 2 meses tras el alta'?,
a los 6 meses, al ano'®, a los 2 afios'® e incluso hasta
6 anos después de la estancia en la UCI. Tales secuelas
cognitivas suelen mejorar durante los primeros 6-12 meses
posteriores al alta hospitalaria?’ pero tienden a permanecer
estables y a cronificarse a partir del afo. Se ha observado
que la prevalencia de estas alteraciones afectan a un 78%
de los pacientes en el momento del alta hospitalaria, a un
47% a los 2 anos y a un 25% a los 6 anos tras la estancia en la
ucl'.

Los déficits neuropsicoldgicos que pueden observarse en
los supervivientes de la UCI se relacionan con una amplia
variedad de dominios cognitivos. Hopkins et al.! refieren
que, en general, en la poblacion critica de la UCI, el défi-
cit de memoria es la alteracion que se presenta con mas
frecuencia, seguida del déficit en las funciones ejecuti-
vas, la velocidad de procesamiento de la informacion y
las alteraciones en la capacidad atencional. La compara-
cion de las secuelas cognitivas entre grupos de pacientes
distintos resulta una tarea dificil debido a las diferencias
metodoldgicas de los estudios, a la discrepancia en el con-
senso de definicion de secuelas cognitivas, a la variabilidad
de pruebas neuropsicologicas administradas, al tiempo de
seguimiento, al tipo de paciente en la UCl y a la grave-
dad de la enfermedad critica. No obstante, algunos autores
han sugerido un perfil neuropsicolégico comin a los pacien-
tes que han permanecido ingresados en estas unidades.
Larson et al.?? observaron un peor rendimiento en el funcio-
namiento intelectual general, las funciones ejecutivas, la
velocidad de procesamiento de la informacion y la memoria
verbal en pacientes con SDRA. Estos resultados concuerdan
con otros estudios previos realizados en pacientes con SDRA
y con supervivientes de UCI médicas®?'.

El paciente ventilado mecanicamente, ademas de pre-
sentar alteraciones cognitivas, también puede manifestar
sintomas psicopatologicos como ansiedad y depresion?®24,
Los estudios sobre el tema estiman la prevalencia de depre-
sion y ansiedad de un 10 a un 58% en este tipo de pacientes.
Hopkins et al.? observaron que aproximadamente un 23%
de los pacientes con SDRA presentaban sintomas de ansie-
dad al afno y a los 2 anos tras la estancia en el hospital y
un 16% de esos mismos pacientes presentaron depresion al
ano del alta, aumentando hasta un 23% a los 2 anos. La pre-
sencia de depresion y de secuelas cognitivas al afo tras la
estancia hospitalaria resultaron ser los mejores predictores
de depresion a largo plazo. Este estudio sugiere una posi-
ble relacion entre neurocognicion y trastornos afectivos en
los supervivientes de la UCI. No obstante, Larson et al. no

encontraron influencia de las alteraciones emocionales en
los resultados neurocognitivos en los pacientes de la UCI?2.

Por el contrario, las consecuencias de los déficits
neurocognitivos y psicopatoldgicos cronicos si han sido
ampliamente estudiadas. Hoy en dia, se sabe que todos estos
déficits tienen un gran impacto en la vida de los pacientes y
contribuyen a disminuir su capacidad para llevar a cabo las
actividades de la vida diaria, empeoran la calidad de vida
de pacientes y familiares, suponen un aumento de los costes
médicos asociados a su tratamiento y dificultan la vuelta al
trabajo y a su vida diaria previa al ingreso en la UCI" 826, En
un estudio de seguimiento de supervivientes de enfermeda-
des criticas cerca del 50% de los pacientes no habian podido
volver al trabajo debido principalmente a los efectos de los
déficits cognitivos 6 afios después de su estancia en la UCI"’.

Factores implicados en la interaccion
pulmén-cerebro durante la ventilacién
mecanica

El fracaso respiratorio agudo que requiere soporte con VM
se produce por una gran variedad de factores, incluyendo
enfermedades propias pulmonares, shock, necesidad de pro-
teccion de la via aérea o aplicacion transitoria después de un
procedimiento quirtrgico mayor?’. El descenso de la presion
pleural durante la respiracion espontanea se sustituye por
la aplicacion de una presion positiva generada por el respi-
rador a fin de suministrar un volumen corriente (VT) eficaz
para oxigenar y eliminar anhidrido carbonico que sea confor-
table para el paciente. A pesar de ser una herramienta de
soporte vital para muchos pacientes criticos, la VM no esta
exenta de complicaciones y per se puede agravar e incluso
inducir lesion pulmonar de novo, pudiendo llegar a propa-
garse a otros organos, entre ellos el cerebro, y conduciendo
finalmente al fallo multiorganico.

Anos de investigaciones han derivado en un descenso
progresivo de la mortalidad de estos pacientes. En la actua-
lidad, se utilizan patrones de ventilacion que protegen al
pulmon del daio asociado a la excesiva sobredistension pro-
ducida por elevados VT y presiones alveolares, a la vez que
minimizan patrones de reclutamiento y desreclutamiento
alveolar durante cada ciclo respiratorio?®?°. Ademas, la libe-
racion de la VM debe conllevar una eficiente interaccion
paciente-ventilador ya que de lo contrario el paciente pre-
senta frecuentes episodios de inadaptacion y disincronias,
prolongacion del tiempo de VM, episodios de miedo, ansie-
dad, panico y sindrome confusional, necesidad de aumentar
sedantes y opioides y, finalmente, incremento tanto de la
mortalidad®®3" como de las secuelas neuropsicologicas?®4.
Un estudio reciente ha mostrado que la presencia de disnea
es frecuente, intensa y se asocia a fendmenos de ansiedad
en pacientes de intensivos sometidos a VM*2. La intrinseca
relacion fisiologica y clinica entre ansiedad, disnea y dolor
es un denominador comun en pacientes de Medicina Inten-
siva donde médicos y enfermeros tratan de acortar tiempos
de estancia y exposicion a la VM aunque ello conlleve el
riesgo de exponer a estos pacientes a estimulos disneicos
por periodos prolongados.

Una buena adaptacion del paciente intubado a la
VM conlleva una adecuacion de los parametros venti-
latorios a fin de normalizar el intercambio gaseoso y
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proporcionar confort al paciente. Este aspecto conlleva un
preciso analisis de la fisiologia respiratoria, la mecanica del
sistema respiratorio y de los requerimientos metaboélicos del
paciente. Estudios recientes han demostrado que los pacien-
tes en VM presentan de forma frecuente asincronias en su
interaccion con el ventilador (modo y parametros). Estas
asincronias acontecen durante todo el ciclo respiratorio y
estan relacionadas con el trigger inspiratorio, la duracion de
la inspiracion del ventilador, el paso de inspiracion a espi-
racion, el atrapamiento aéreo y la presencia de esfuerzos
inspiratorios no efectivos durante todo el ciclo respiratorio.
Un analisis detallado de estas asincronias, sus mecanismos
de aparicion y su tratamiento puede encontrase en articulos
recientes®*-¥7.

La relacion entre las distintas formas de asincronia del
paciente con el respirador y su posible relacion con el des-
arrollo de disnea, de alteraciones neurocognitivas tanto a
corto como a medio plazo y la presencia de sindrome con-
fusional durante el ingreso en Medicina Intensiva no es muy
bien conocida. Estudios recientes demuestran que las asin-
cronias paciente-ventilador pueden presentarse al inicio de
la VM relacionadas con el nivel de sedacion y al inicio de la
liberacidn de la VM3®. La presencia de asincronias se ha aso-
ciado a una mayor duracién de la VM, mayor incidencia de
traqueostomia, mayor estancia en la UCl y se ha sugerido un
incremento de mortalidad**. Un estudio reciente de nues-
tro grupo donde se registraron de forma continua y durante
todo el periodo de VM las asincronias paciente-ventilador
demostrd que estas acontecen en cualquier momento del
dia como de la estancia del paciente®®. Por lo tanto, y al
igual que la disnea, puede tratarse de un fenémeno muy
infravalorado en Medicina Intensiva.

Factores asociados al desarrollo de disnea y asincronias
paciente-ventilador son la ventilacion a elevada presion
transpulmonar, que puede darse tanto en respiracion espon-
tanea como asistida, el atrapamiento aéreo por limitacion
al flujo aéreo espiratorio y la disminucion de los voll-
menes pulmonares®>*°. Aunque estas relaciones nacen de
la fisiologia basica aplicada al paciente con enfermeda-
des respiratorias cronicas, es perfectamente extrapolable
al enfermo en VM con elevado estimulo ventilatorio al inicio
de una insuficiencia respiratoria grave, al paciente venti-
lado con excesivos volumenes minuto y al paciente que debe
interaccionar con un ventilador mecanico. Resulta intere-
sante remarcar que la disnea resultante de la «falta de aire»
(air hunger) asociada a la hipercapnia es mas intensa que
aquella que resulta de un trabajo respiratorio elevado en
normocapnia“’. Esta avidez de aire produce la activacion de
las vias aferentes, a través de quimio o barorreceptores,
denotando un incremento de la senal en la resonancia mag-
nética en las areas cerebrales relacionadas con el sistema
limbico y conlleva trastornos psicologicos, emocionales y
alteraciones de memoria*'.

El modelo neurofisiologico de respuesta al disconfort res-
piratorio (disnea) que puede acontecer en el enfermo critico
responde a estimulos neurales que alcanzan el cortex soma-
tosensorial y proceden de distintos origenes: 1) impulsos del
tronco cerebral y centros corticales motores; 2) vias aferen-
tes procedentes de mecanosensores respiratorios situados
en los musculos respiratorios, el pulmoén, la via aérea y
la caja toracica; 3) disminucion de los reflejos inhibidores
hacia el centro respiratorio desde el vago y las vias aferentes
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de los nervios intercostales como resultado de la ventilacion
protectora que limita el VT y 4) la activacion del sistema
limbico y paralimbico cuyo resultado es el desarrollo de
un conjunto de alteraciones neuropsicoldgicas y delirio por
parte del paciente critico sometido a VM26:32:3%:42

Etiologia, vias de sefializacion y mecanismos
implicados en la interaccion pulmoén-cerebro
durante la ventilacién mecanica

Diversos autores han descrito el desarrollo de complica-
ciones pulmonares en pacientes con lesion cerebral aguda
que se relacionan con un aumento en la susceptibilidad del
pulmén a la VM#=% y un incremento del riesgo de fallo
respiratorio. Estos estudios avalan la existencia de un eje
de comunicacion cerebro-pulmén®®-“® que podria estar rela-
cionado con la liberacion de catecolaminas, neurokininas y
neuropéptidos.

La comunicacion en sentido contrario, partiendo desde
organos periféricos, y en concreto del pulmon, hasta el
sistema nervioso central (SNC) ha sido menos explorada,
a pesar de que el deterioro cognitivo que se observa
en el paciente critico, a corto o a largo plazo, es una
manifestacion aguda cerebral secundaria a mecanismos
patofisiologicos subyacentes cuyo origen puede situarse en
la periferia.

La etiologia de los déficits neurocognitivos observados
tras la estancia en la UCI probablemente presenta una
causa multifactorial’'. Diferentes factores de riesgo como
la hipoxemia’, el uso de sedantes y/o analgésicos, la
hipotension'®, la desregularizacion de los niveles de glucosa
en sangre, la duracidn de la VM*°, el tiempo de estancia en
la UCI y la presencia de sindrome confusional®?' han sido
asociados con los déficits neuropsicoldgicos descritos en los
pacientes post-UCI. El aumento del nivel de citokinas y de
indicadores inflamatorios también se ha relacionado con un
aumento del déficit cognitivo y, mas en concreto, con el défi-
cit de memoria®. Por este motivo, la exploracion de las vias
de senalizacion implicadas en esta comunicacion se sitla
entre las lineas de investigacion mas innovadoras en este
campo.

Existe una relacién causal entre los cambios en el con-
sumo de oxigeno en el parénquima cerebral y el deterioro
cognitivo y cabe tener en cuenta que la estrategia ventila-
toria puede ocasionar modificaciones en el flujo sanguineo
regional y en la oxigenacion cerebral. En este sentido
Bickenbach et al.”’** han descrito en un modelo por-
cino de LPA cémo la aplicacion de la VM con VT bajo se
traduce en una mejoria en el metabolismo y la oxige-
nacion tisular cerebral sin analizar sus consecuencias a
nivel cognitivo. También hay que destacar en este punto
la asociacion entre la hipoxia y las lesiones a nivel del
hipocampo®. El hipocampo es la estructura cerebral mas
relacionada con la capacidad de aprendizaje y la memo-
ria y, al mismo tiempo, es sabido que las neuronas del
hipocampo son las mas vulnerables a la hipoxia®**>. No
solo la hipoxia conlleva alteraciones neuro-patoldgicas,
también existe evidencia de que el SDRA y la LPA pueden
provocar alteraciones estructurales en el hipocampo, con el
consiguiente déficit de memoria secundario, y con indepen-
dencia del grado de hipoxemia®®. Ademas, se han descrito
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otras alteraciones estructurales en el cerebro entre las
cuales destacan el aumento del tamano ventricular y la
atrofia generalizada®’. Todas estas lesiones estructurales
han sido relacionadas con el déficit neuropsicologico a largo
plazo observado en los supervivientes de la UCI®.

Multiples estudios clinicos y experimentales han demos-
trado que la VM per se desencadena una respuesta biologica
que cursa con infiltracion de monocitos y macréofagos y
liberacion de mediadores inflamatorios que puede agravar
la lesion pulmonar y favorecer la propagacion a o6rganos
distales. La encefalopatia séptica ha sido ampliamente
estudiada®®® y algunos autores han sugerido que puede
cursar por mecanismos comunes a la disfuncion cerebral
observada en pacientes con LPA y SDRA, tanto por sus
similitudes mecanisticas como epidemiologicas («sepsis-like
syndrome»)®".

A pesar de ello, las vias intrinsecas a través de las cua-
les los mediadores inflamatorios pueden ejercer sus efectos
deletéreos en otros 6rganos y, en concreto, las vias de comu-
nicacion pulmén-cerebro son aun desconocidas. Durante la
VM se produce una estimulacion de los mecanorreceptores
(barorreceptores/receptores de estiramiento) o quimiorre-
ceptores ubicados en el pulmon cuya informacion alcanza el
SNC por diversas vias®’. El uso de una estrategia ventilato-
ria inadecuada desencadena la liberacion de determinados
mediadores inflamatorios* o metabolitos al torrente sangui-
neo que es detectada por el SNC®Z,

El cerebro puede responder alterando la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica (BHE)*® o modificando el
flujo sanguineo cerebral. Estos mismos estimulos también
pueden ocasionar alteraciones neuronales. En un primer
abordaje, Quilez et al.®® evaluaron la activacidon neuronal en
un modelo de VM lesiva en ratas. En ese trabajo los autores
analizaron los niveles del factor de transcripcion de c-fos,
miembro de la familia de los genes de expresion temprana
y considerado marcador rapido de activacion neuronal, para
valorar cambios neuronales tempranos que podrian estar
asociados con la LPA inducida por la VM en diversas areas
cerebrales. Los autores no encontraron grandes diferen-
cias en la respuesta inflamatoria o en la funcion pulmonar
entre los grupos ventilados con VT elevado y VT bajo. Sin
embargo, los animales ventilados con alto VT presentaron
mayor expresion de la proteina c-fos en determinadas areas
cerebrales, lo cual sugiere un papel sinergistico del volu-
men elevado y subraya la importancia que puede tener la
estrategia ventilatoria mas alla de su efecto directo sobre
el pulmon®3.

Las vias de comunicacion entre la periferia y el SNC®-6¢,
y viceversa, son diversas (fig. 1). En primer lugar cabria des-
tacar la via humoral, a través de la cual los mediadores
inflamatorios, la interleuquina-6 (IL-6), el factor de necrosis
tumoral a (TNFa) e IL-1B, generados por el reclutamiento
de monocitos o macrafagos en la periferia, podrian alcan-
zar directamente el cerebro. La BHE funciona como una
barrera protectora y es impermeable a una gran mayoria de
moléculas, incluidas las células del sistema inmune®®%’, pero
los mediadores pueden alcanzar el cerebro a través de los
drganos circunventriculares (OCV) o el plexo coroideo®-7°
que estan desprovistos de BHE (fig. 1). Pulmon y cerebro
comparten idénticos mediadores inflamatorios y estos, al
ser liberados a la circulacion, pueden también entrar en
contacto con el cerebro a través de la interaccion con

Alteraciones neurocognitivas y
psicopatolégicas

Via Via Via
humoral neural : celular
A
IL-6 TNF« 2o
IL-1p @
Inflamacion )
o TNF a

LPA/SDRA

Ventilacion
mecanica

Figura1 Vias de comunicacion entre la periferia (pulmon)y el
sistema nervioso central (SNC) durante la ventilacion mecanica.
El sistema nervioso central recibe informacion de la periferia
del organismo a través de 3 vias: humoral, neural y celular.
1) El reclutamiento de monocitos o macrofagos en el pulmon
incrementa los niveles de mediadores inflamatorios (IL-6, TNFa,
IL-18) que por via humoral pueden alcanzar directamente el
SNC a través de los drganos circumventriculares (OCV) sin nece-
sidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE). También
coexisten otros mecanismos de transporte activo que generan
liberacion de PGE; y de dxido nitrico a nivel cerebral. 2) Las afe-
rencias de la via vagal alcanzan el cerebro a través del nicleo
del tracto solitario (NTS). 3) La via celular esta directamente
regulada por la liberacion del TNFa en el pulmon que estimula
la liberacion de MCP-1 a nivel cerebral, que a su vez es capaz
de aumentar el reclutamiento de monocitos activados tanto a
nivel del SNC como de la periferia.

receptores especificos a nivel del SNC. En esta primera via
también coexisten mecanismos de transporte activo, asi
como otros relacionados con la activacion directa del endo-
telio cerebral y que generan liberacion de prostaglandina E;
(PGE;) y de oxido nitrico (ON) (fig. 1).

Estos mismos mediadores inflamatorios pueden estimular
el nervio vago (via neural) cuyas aferencias llegan a alcanzar
el cerebro a nivel del nicleo del tracto solitario (NTS)”%7",
Por lo tanto, el sistema nervioso autonomo también debe-
ria ser considerado en este crosstalk neuroimmune ya que
la via colinérgica antiinflamatoria’> puede controlar a su
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vez la respuesta inflamatoria sistémica. Con el objeto de
profundizar en el papel de esta via Dos Santos et al. rea-
lizaron un estudio experimental’”®> donde demostraron que,
asi como la inhibicion del vago potenciaba la LPA, la esti-
mulacion del reflejo colinérgico antiinflamatorio reducia la
misma. Estos autores proponen la estimulacion vagal como
tratamiento alternativo para los pacientes ventilados de
LPA/SDRA’273 | aunque sus efectos a nivel del SNC no han
sido explorados.

Aln hay que mencionar una tercera via que esta direc-
tamente regulada por la liberacion del TNFa (via celular)
a nivel periférico, que genera la liberacion de proteina
quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) a nivel cerebral’ y
que retroalimenta el reclutamiento de monocitos activa-
dos tanto a nivel cerebral como periférico multiplicando la
respuesta.

Conclusiones

El paciente critico sometido a VM esta expuesto a sufrir
alteraciones pulmonares y cerebrales que van mas alla de
las propias de la enfermedad que ha provocado su ingreso
en el Servicio de Medicina Intensiva. La etiologia de los
déficits neurocognitivos observados tras la estancia en la
UCI es multifactorial. A falta de métodos diagnosticos mas
especificos, los profesionales al cuidado de estos enfermos
deben tener los conocimientos fisioldgicos necesarios para
definir aquellas intervenciones terapéuticas que minimicen
los danos pulmonares y cerebrales anadidos a su enfer-
medad original. Es necesaria una optimizacion del patrén
ventilatorio enfocada a buscar tanto la eficiencia de la
ventilacion como de la interaccion paciente-ventilador, lo
que conducird a minimizar las alteraciones neurocogniti-
vas antes descritas. La aplicacion de una vision integradora
durante el manejo del paciente critico garantizara que las
intervenciones que se realizan no tengan efectos deleté-
reos que puedan producir secuelas a corto, medio o largo
plazo.
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