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Resumen

Resumen.

Introduccion. El dafio pulmonar agudo (DPA) provoca edema pulmonar,
alteraciones hemodindmicas y gasométricas en los pacientes que la padecen
provocando mortalidad elevada. El objetivo de este trabajo fue evaluar si el
propofol y L-arginina protegen o atendan las alteraciones radiograficas,
hemodinamicas, gasomeétricas, macroscopicas, microscopicas e
inmunohistoquimicas producidas en un modelo experimental canino de dafio
pulmonar agudo (DPA) producido por acido oleico (AO). Material y métodos. Se
utilizaron 24 perros que fueron divididos en 4 grupos: Grupo | (n=6): Control sin
DPA; Grupo Il (n=6); DPA producido con AO sin tratamiento; Grupo Il (n=6): DPA
producido con AO y pretratamiento con Propofol; Grupo IV (n=6): DPA producido
con AO y pretratamiento con L-arginina. En todos los animales se realizo
evaluacion radiolégica, hemodinamica y gasométrica antes de la induccién del
DPA vy posteriormente durante 150 minutos. Al final del estudio se evaluaron los
cambios macroscopicos y microscopicos, asi como la expresion de endotelinas y
receptores para endotelinas B en los pulmones dafiados. Resultados. Todos los
animales sobrevivieron al tiempo de estudio. Los hallazgos radiograficos,
hemodinamicos, gasométricos e inmunohistoquimicos revelaron que los grupos I,
lll'y IV desarrollaron DPA, sin embargo en el grupo lll y IV la hipoxemia vy
cortocircuitos fueron mas severos, (p<0.05ANDEVA), aunque el grupo |l
histol6gicamente mostré6 menor infiltrado inflamatorio y el grupo IV desarrolld
menor edema alveolar.

Palabras Clave: Dafio Pulmonar Agudo, Acido Oleico, Propofol, Endotelina L-
arginina, Endotelina Et-1, receptores para endotelina subtipo B.
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Introduccioén

l. Introduccioén

El Dafio pulmonar Agudo es un complejo sindrome que fue descrito por
primera vez a finales de los afios 60 donde se describieron un grupo de 12
pacientes que padecieron esta enfermedad.

En 1994 en la Conferencia Norteamericana- Europea de Consenso un grupo
de expertos que continuaron actualizando esta patologia adoptaron la siguiente
definicion clinica de Sindrome de Distress Respiratorio Agudo (SDRA):
Hipoxemia arterial de comienzo agudo diagnosticada por una Relacion entre la
Presion Arterial de Oxigeno y la Fraccion Inspirada de Oxigeno (Pa0,/Fi0,)
menor de 200 mmHg e infiltrados bilaterales en la radiografia, sin datos de
hipertension en auricula izquierda o insuficiencia cardiaca congestiva, cuando
se mide la presion capilar pulmonar o cufia (PCP) menor o igual 18 mmHg. En
aquel momento los miembros de la Conferencia de Consenso reconocian que la
lesion pulmonar es un espectro patoldgico y acufaron el término Dafio
Pulmonar Agudo (DPA) para identificar aquellos pacientes con una forma
menos grave pero clinicamente similar de insuficiencia respiratoria (Pa0,/FiO,
igual 300 mmHg). (10)

Conceptualmente se refiere a una forma muy grave de falla respiratoria de
diferentes etiologias y de alta mortalidad, generalmente asociada a sepsis y al
sindrome de disfunciobn organica mdltiple. Se caracteriza por una agresiva

reaccion inflamatoria a nivel pulmonar.
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Introduccioén

Desde el punto de vista fisiopatologico se plantea que cuando la membrana
alveolo-capilar pierde su integridad a causa de una inflamacion e infeccion, el
liquido que penetra en el espacio alveolar comienza a dificultar el intercambio
gaseoso. Este liquido proteinaceo degrada la funcion del surfactante, alterando
el acoplamiento ventilacion perfusion e induciendo una respuesta inflamatoria
local que deteriora aun mas el intercambio gaseoso. El cortocircuito de sangre
intrapulmonar supone en condiciones normales menos del 5% del gasto
cardiaco total, sin embargo en el Sindrome de Distress Respiratorio Agudo
(SDRA) se consume hasta el 25% de este gasto. El resultado es una profunda
hipoxemia que que origina una alteracion ventilacion - perfusion (V / Q) que se
hace menor de 1. En términos absolutos definimos hipoxemia como una PaO2<
de 60 mmHg. Su definicidn relativa mas aceptada en el Sindrome de Distress
Respiratorio Agudo (SDRA) es la de una PaO2 < 75 mmHg cuando se

administra al paciente una FiO2 >50%. (1, 11, 12)

1.- Anatomia del epitelio alveolar.

El pulmén humano consiste en una serie de tubos vacios que en forma de
ramas de arbol se van dividiendo hasta llegar a unos sacos terminales que son
los alvéolos. Las primeras 16 generaciones de la via aérea son la traguea,
bronquios y bronquiolos. El intercambio gaseoso ocurre en las dltimas siete
generaciones que incluyen a los bronquiolos, conductos alveolares, sacos

alveolares y alvéolos. (Figura 1).

15
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Introduccioén

Figura 1. Esquema que muestra las generaciones de la via respiratoria.

La via aérea alcanza una superficie aproximada en el pulmén humano
adulto de 1.4m? y los alvéolos alcanzan una superficie de 143m? Esta
superficie forma la separacion entre el parénquima pulmonar y el espacio
aéreo, constituyéndose en un epitelio continuo. El epitelio de la via aérea distal
estd compuesto por unidades bronquiolares y respiratorias terminales, con
células epiteliales polarizadas que tienen la capacidad del transporte de sodio y
cloro, incluyendo las células clara y células cuboidales no ciliadas.

El alvéolo se compone de un delgado epitelio, de 0.1 a 0.2um de grosor, el
cual constituye el 99% de la superficie pulmonar que esta en contacto con el
aire y esta compuesto por células epiteliales tipo I que cubren el 95% de la
superficie alveolar y por cuboidales tipo Il. Las paredes alveolares tienen en su
interior una red casi solida de capilares interconectados, por lo tanto es obvio
gue los gases alveolares estan muy préximos a la sangre de los capilares, por

consecuencia el intercambio de gaseoso entre el aire alveolar y la sangre
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Introduccioén

pulmonar se produce a través de la membrana alveolo-capilar o membrana
respiratoria. La membrana esta compuesta por: 1. Una capa de liquido que
reviste el alvéolo y contiene agente tensoactivo que disminuye la tension
superficial del liquido alveolar; 2) epitelio alveolar; 3) membrana basal epitelial,
4) un espacio intersticial fino entre el epitelio alveolar y la membrana capilar; 5)
membrana basal capilar que en muchos lugares se fusiona con la membrana
basal epitelial; 6) membrana epitelial capilar. La superficie de union entre el
epitelio alveolar y el endotelio vascular facilita un eficiente intercambio de
gases, pero también conforma una barrera para el movimiento de liquido y
proteinas desde el espacio intersticial y vascular, lo que facilita el
mantenimiento relativamente humedo del alvéolo (Figura 2).

Las distintas células que componen el epitelio alveolar se encuentran fijas
entre si por uniones herméticas localizadas cerca de la superficie apical, lo que
mantiene la polaridad celular. Los distintos canales y transportadores de iones,
asi como las proteinas de la membrana celular se distribuyen de forma
simétrica, confiriendo unas propiedades de transporte vectorial al epitelio. En el
pasado se creia que estas uniones intercelulares eran estructuras rigidas, lo
que impedia el paso de moléculas grandes. Esto se ha visto que no es del todo
cierto dado que la permeabilidad de estas uniones es dinamica y esta regulada,
en parte, por proteinas localizadas en el citoesqueleto y por la concentracion
de calcio intracelular. La difusion de sustancias hidrosolubles a través de las
células del epitelio alveolar es mucho mas lenta que a través de las uniones

intercelulares adyacentes a los capilares pulmonares.
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Introduccioén

La célula mas estudiada es la célula alveolar tipo Il, debido a que se trata
de una célula que se puede estudiar en forma aislada e in Vitro. Esta célula es
la responsable de la secrecion de surfactante pulmonar asi como del transporte
de sodio. Este transporte activo de sodio constituye una fuerza que sigue al
agua para ser reabsorbida desde el espacio alveolar. El sodio pasa al interior
de la célula a través de canales sensibles o no al amiloride y desde ahi a través
de la bomba Na® K* ATPasa al espacio intersticial. Estos canales estan

localizados en la superficie apical de la célula. (Figura 2).

Na*

Canales de Na'
H,0 H,0

CélulaNglveolar tipo 11
D

Célula alveolar

O tipo 1

Intersticio H.O J K Na* H,0

| Célula endotelial D ‘

Figura 2. Representacion esquematica del epitelio alveolar de la via aérea distal.

2.- Epidemiologia del dafio pulmonar agudo.

En 1967, Ashbaugh y col (1) describieron por primera vez una serie de 12
pacientes adultos que presentaron un cuadro de insuficiencia respiratoria grave
similar al observado en pacientes recién nacidos con enfermedad de
membrana hialina. En este mismo afio Petty y Ashbaugh (2) acufiaron el
término de Adult respiratory Distress Syndrome, sindrome de insuficiencia
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respiratoria del adulto en el idioma espafiol (SIRA), para referirse a este
problema pulmonar. A partir de entonces esta enfermedad fue reconocida en
forma paulatina como una entidad clinica grave y frecuente en las terapias
intensivas de todo el mundo en las que constituye una de las principales
causas de hospitalizacion y una de las complicaciones mas frecuentes y
temidas en pacientes graves.

Debido a las multiples causas asociadas a su presentacion, se han utilizado
una gran variedad de términos para referirse a este padecimiento: pulmon de
choque, insuficiencia pulmonar postraumatica, sindrome de insuficiencia
respiratoria progresiva del adulto (SIRPA), falla respiratoria aguda, atelectasia
congestiva, atelectasia hemorragica, pulmon de bomba, pulmén
postransfusion, consolidacion pulmonar progresiva, sindrome de pulmoén
blanco, enfermedad de membrana hialina del adulto, edema pulmonar no
cardiogénico, etc. (3).

Los términos mas usados en México para referirse a este padecimiento han
sido pulmon de choque o SIRPA. Dado que este cuadro, originalmente descrito
en pacientes adultos, también se presenta en poblacion pediatrica y algunos
de estos términos fueron adaptados a este grupo etario. Por ejemplo, en el
pasado en México se utilizo la denominacion SIRPAN, para referirse a esta
enfermedad (4). Finalmente en 1994 la definicion fue determinada por el
Consenso Europeo—americano (5) (Cuadro 1) y se propusieron los términos

Dafio Pulmonar Agudo (DPA) y sindrome de dificultad respiratoria Agudo
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(SDRA), siendo este ultimo aplicado a la manifestacion mas severa de la

enfermedad.

3.- Incidencia de dafio pulmonar agudo.

Como consecuencia de la diversidad de criterios utilizados para definir el
diagnéstico de SDRA, ha sido dificil la documentacion de datos confiables
sobre su incidencia y mortalidad, tanto en nifios como en adultos. Se estima
que en los Estados Unidos de Norteamérica ocurren aproximadamente 150
000 casos por afio, con una incidencia de 75 casos por cada 100 000
habitantes. (6).

En México se estima una incidencia de 154 casos por cada 1000 egresos
en las UCI (7).

Los datos sobre mortalidad indican cifras que varian entre el 40 y 70% (8)

en los pacientes internados en las unidades de cuidados intensivos en SDRA.
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Cuadro 1. Criterios clinicos establecidos por el Consenso Europeo-Americano.

Tiempo Oxigenacion Radiografia Presion en
de Térax cufia de arteria
pulmonar.
DPA Aparicion PaO,/FIO; < Infiltrados <18 mmHg sin
aguda 300 mm Hg bilaterales evidencia de

hipertension

izquierda
SDRA Aparicion PaO,/FIO, Infiltrados <18 mmHg sin
aguda <200 mmHg bilaterales evidencia de

hipertension

izquierda

Dafio pulmonar agudo (DPA); Sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA); indice de
oxigenacién, muestra la relacién entre la presién de oxigeno arterial y la fracciéon inspirada de
oxigeno (PaO./FIO,).

4.- Patofisiologia del dafio pulmonar agudo.

El DPA es un sindrome clinico secundario a una lesiébn pulmonar o
extrapulmonar aguda que dafia la membrana alvéolo-capilar, con aumento en
la permeabilidad vascular favoreciendo la formacion de edema pulmonar no
cardiogénico, lo que conduce a una insuficiencia aguda hipoxémica (9) (Figura

3y Cuadro 2).
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Célula endotelial

Infeccién pulmonar Célula epitelial

A Pulmones
L L 3K
Sepsis PMNs
o Macréfagos
Aspiracion de alveolares
contenido gastrico
Traumatismo multiple
Monocitos Lesion de la
Pancreatitis membrana
alvéolo capilar
Plaquetas eInflamacion
eIncremento en
la
Sist h i permeabilidad y
Istema hemostatico edema

Figura 3. Efectos agudos en DPA/ARDS. Diversas patologias directas e indirectas conducen al

desarrollo de DPA, el proceso inflamatorio dafia la membranaalveolo-capilar, la cual es el

mecanismo patogénico central.
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Cuadro 2. Patologias que pueden iniciar DPA.

Directas Indirectas
Neumonia Sepsis
Aspiracion de contenido gastrico Traumatismo multiple
Contusion pulmonar Pancreatitis aguda
Lesiones por Inhalacién Transfusion
Isquemia- reperfusion Quemaduras
CID

Embolismo graso

Hepatitis

Inicialmente la descripcion de los hallazgos en las autopsias incluia
atelectasia, hemorragia y edema pulmonar con membranas hialinas (1);
posteriormente otros estudios revelaron microtrombos pulmonares, formacion y
depositos de fibrina (10). Actualmente estudios experimentales han aumentado
el conocimiento concerniente a los mecanismos moleculares de la
patofisiologia por lo que hoy se sabe que los cambios fisiopatologicos
desarrollados a nivel pulmonar originan béasicamente las siguientes

alteraciones:
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4.1 Atelectasia.

La formacion de atelectasia durante el DPA ocurre como consecuencia del
colapso de pequefias vias aéreas en el pulmén inflamado. Otro mecanismo es
la reabsorcién del aire atrapado distalmente a las vias aéreas obstruidas. La
obstruccién de las vias aéreas ocurre por secreciones “estancadas” pero
también por cambios inflamatorios en la mucosa de las vias aéreas terminales
(11). Ademas, el procedimiento de intubacién en pacientes que necesitan
ventilacion con altas fracciones de oxigeno aumenta la formacion de atelectasia
debido al inevitable y prolongado periodo de apnea y al aumento en la
reabsorcion de gas en las vias obstruidas. En la ultima década la importancia
de abrir estas regiones atelectasicas ha tomado mayor importancia (12,13). La
ventilacion mecanica provoca un repetitivo ciclo de abrir-cerrar de las regiones
atelestasicas pulmonares (baro-trauma) esta sobredistension aumenta la
produccion de mediadores proinflamatorios pulmonares lo que contribuye en
gran medida al dafio pulmonar, originando que el tejido pulmonar pueda
lesionar a diferentes organos, posiblemente induciendo falla organica mdltiple

(14).

4.2 Distensibilidad pulmonar.

En las fases tempranas de la lesion pulmonar se encuentra afectada por el
edema y en las fases tardias por fibrosis pulmonar. La tendencia al colapso se
agudiza por la disminucion cuantitativa de la sintesis de surfactante, debido a la
agresion de los neumocitos tipo Il y a otras anomalias en la cantidad,
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composicién y metabolismo del resto de la sustancia tensioactiva. Estas zonas
atelectasicas del pulmon contribuyen a reducir la distensibilidad del pulmén en
su conjunto, pero las zonas del pulmén, no situadas en declive, poseen
caracteristicas mecanicas y de intercambio gaseoso normales. Dada la
distensibilidad menor de los pulmones, es necesario que los musculos
respiratorios generen altas presiones inspiratorias, con lo que aumenta el
trabajo de la respiracion. Esta mayor carga mecanica fatiga los muasculos
respiratorios con la disminucion consiguiente de los volimenes corrientes y el

empeoramiento del intercambio gaseoso.

4.3 Anormalidades en el intercambio de gases pulmonares.

La anatomia fisiolégica pulmonar determina que la relacion de los alvéolos y
capilares optimice el intercambio de gases, (oxigenacion de la sangre y
eliminacion de CO;) es decir, que la sangre que perfunde por los capilares
pulmonares sea a través de alvéolos bien ventilados. Esta condicidn se
determina por las siglas V/Q (Ventilacion/perfusion). En el DPA esta relacion se
encuentra afectada determinando basicamente una condicion:

e Unidad cortocircuito: Esta condicidon origina que la sangre pase por la
unidad alveolocapilar sin intercambiar gases, especificamente y de forma grave
el oxigeno. El cortocircuito esta conformado por la fraccion de sangre venosa
gue no participa en el intercambio gaseoso, o dicho en otras palabras,
corresponde a la presencia de unidades pulmonares bien perfundidas y no

ventiladas (15). La entidad mas representativa de esta situacion andmala es la
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atelectasia. No obstante, otros eventos como el edema pulmonar y el SDRA se
comportan como enfermedades de cortocircuito, asi no esté presente de
manera significativa el colapso pulmonar. La hipoxemia resultante del
cortocircuito elevado grave, es una situacion de manejo dificil puesto que no
responde a la administracion de oxigeno suplementario, ni siquiera al 100%.
Haciendo al paciente portador de una hipoxemia refractaria (16). La
consecuencia mas grave de la hipoxemia, es la hipoxia, la que se define como
el déficit de oxigeno tisular, problema implicado en la disminucién de uno de los
componentes indispensables en los procesos de generacion de energia. En
esta circunstancia, el organismo recurre a procesos alternos de produccion de
ATP (Anaerdbicos), los que invariablemente generan acidosis metabdlica.

Al margen de los problemas locales de la oxigenacion deficiente
(vasoconstriccion pulmonar, aumento de la resistencia vascular pulmonar,
incremento en la poscarga del ventriculo derecho), se producen efectos
sistémicos, entre los que destacan, las alteraciones del Sistema Nervioso
Central (alteracion de las funciones superiores de integracion cortical) v,

alteraciones cardiovasculares de gravedad variable (arritmias).

4.4 Hipertension arterial pulmonar.

En el DPA la hipertension arterial pulmonar es frecuente y esta mediada por
varios procesos patologicos tales como alteraciones en el tono vasomotor por
la liberacion de factores constrictores del endotelio tales como endotelina (ET)

y mediadores de la cascada del acido araquidénico. Ademas, el fendmeno de
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vasoconstriccion hipoxica pulmonar, la formacion de microtrombos con
obstruccion de la microvasculatura pulmonar, la deformacion de la
microvasculatura por compresion que desarrolla el edema intersticial pulmonar

y en fases tardias la remodelacién arterial pulmonar y fibrosis.

45 Edema Pulmonar.

El edema pulmonar se produce, como en todo tejido del organismo, por
aumento de la presion intersticial. Clasicamente se ha considerado que el
movimiento de los liquidos corporales, en este caso de los pulmones, se regia
por factores exclusivamente fisicos reflejados en la ecuacion de Starling. Este
concepto continla vigente, pero solo para la filtracion de liquidos desde el
espacio vascular al intersticial.

El modelo reflejado para la ecuacion de Starling se limita al equilibrio de las
presiones hidrostaticas y oncoticas a nivel de los espacios intravascular y
extravascular, de forma que cuando aumenta la presion hidrostatica en el
espacio intravascular se produce el paso de agua desde éste al extravascular,
produciéndose el edema. La ecuacion de Starling de los capilares puede
expresarse: Qf= Kf [( Pc-Pi) - s (pc — py)] siendo:

e Of, el flujo total de liquido a través de la membrana capilar;

e Kif, el coeficiente de filtracion de liquido;

e Pc, la presion hidrostatica capilar;

e Pi, la presion hidrostatica intersticial;

e s, el coeficiente de reflexion;
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e Pc, la presion oncaética capilar (plasmaética);

e Py, la presion oncotica intersticial.

Segun esto, el gradiente neto de presion hidrostatica (Pc-Pi), que desplaza
liguido a través de la membrana, y el gradiente neto de presién oncética, que
tiene retenido liquido dentro del espacio vascular (pc-pi), determina el flujo de
liquido a través de las membranas capilares. Por dltimo, el sistema linfatico
sirve de drenaje, demorando la acumulacion del exceso de liquido filtrado. De
este modo el aumento de flujo linfatico compensa el aumento de
desplazamiento de liquido trasvascular.

El coeficiente de filtracion de liquido (Kf) representa la cantidad neta de
liqguido que cruza el lecho capilar para un desequilibrio dado de las fuerzas de
Starling. Ademéas de la propia membrana capilar, que puede ser el sitio
principal de ingreso de proteinas, el movimiento de liquidos y solutos del
espacio vascular hacia los linfaticos esta afectado por conductividad hidraulica
de la membrana basal vascular, el gel intersticial y la membrana terminal.

El coeficiente de reflexion (s) es una medida de la capacidad de la
membrana capilar que sirve como barrera contra el movimiento de proteinas.
Se ha calculado, que el (s) promedio es de 0.9 para los lechos capilares
sistémicos y 0.7 para los capilares pulmonares, siendo el valor de 1 la

impermeabilidad y O la permeabilidad total.
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La ecuacion de Starling asume que en condiciones de normalidad la
cantidad de fluido que se filtra en la zona arterial de los capilares pulmonares

es similar a la que se reabsorbe en la zona venosa de los mismos.

Edema en el dafio pulmonar agudo.

En el DPA el edema no se genera por elevadas presiones hidrostaticas,
éste ocurre por aumento de la permeabilidad, originado por un deterioro del
endotelio capilar pulmonar que produce una salida de proteinas plasmaticas y
liguido de los capilares. Se ha comprobado la aparicion en las células
epiteliales alveolares de lesiones muy heterogéneas como zonas necroticas,
exposicion de la lamina basal, edema citoplasmatico o formacion de
membranas hialinas, a este proceso se le conoce como “dafio alveolar difuso”.
(17).

El edema pulmonar causa varios efectos, desde anormalidades radiolégicas
hasta alteraciones en los mecanismos de intercambio gaseoso.

La disnea es el sintoma clinico mas frecuente en estos casos, pero su
subjetividad hace complicado cuantificar la severidad del cuadro clinico. Por lo
gue una adecuada evaluacion de la severidad del dafio pulmonar requiere el
uso de parametros mas objetivos.

En la actualidad se pueden utilizar diferentes métodos para evaluar la
intensidad del edema pulmonar. Algunas técnicas son simples, como la

gasometria arterial o la radiografia de torax, otras pueden ser moderadamente
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complejas, como el método del doble indicador, y otras como la resonancia
magnética y la TAC.

En experimentacion también se han empleado métodos invasivos, donde es
necesario la obtencion de los pulmones aislados. De estos destaca el método
gravimétrico (donde se obtiene las medidas de peso seco, al que hay que
restar el peso hiumedo y cuantificar los cambios en el peso de los pulmones) y

el método histoldgico.

5. Proceso Inflamatorio en dafio pulmonar agudo.

En el DPA/SDRA el proceso inflamatorio representa un arma de dos filos, ya
que presenta un delicado potencial entre la reparacién de los tejidos y el dafio
potencial a los mismos. El pulmén es un 6rgano altamente vascular con
arquitectura unica, que hace que presente un sistema de defensa muy eficiente
con la capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria rapida y agresiva. Esta
irrefrenable respuesta inflamatoria tiene como blanco al pulmén ocasionando
lesion tanto endotelial como epitelial. En este contexto una exagerada
respuesta inflamatoria, conduce al DPA/ARDS. Sin embargo en el DPA, el
agente agresor puede producir dafo directamente y aumentar la permeabilidad
de la membrana alveolo-capilar, aun antes de desarrollada la respuesta
inflamatoria.

Sin embargo en condiciones de inflamacién sistémica, los neutréfilos

circulantes se activan, aumentando sus receptores de superficie celular, que
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conduce a un aumento en la adhesién en el endotelio pulmonar. La propension
de estas células a dafar es magnificada por las dimensiones de las células
circulantes comparadas con la microvasculatura. El diametro de los capilares
pulmonares es de 5.5um mientras que el de los neutrofilos es de 7.5um. Por lo
tanto los neutrdéfilos son “aplastados” cuando pasan a través de los capilares
pulmonares. Esta posicion tan cercana al endotelio genera un microambiente
en el cual se aumenta la acumulacion de productos de neutrofilos,

incrementando el riesgo de lesion endotelial (Figura 4).

Células endoteliales

([ —— .(; J ([ — )
7.5 0 I — )
Hm — 3 [ — ][ —— ]
Neutrofilo

Figura 4. Representacion esquematica de los neutréfilos activados deformados y aplastados
por su paso a través de los capilares pulmonares. Esto crea un microambiente pericelular
restringido con un potencial riesgo de lesién del endotelio pulmonar por los productos de los

neutroéfilos activados.

Los macréfagos alveolares e intravasculares pulmonares inician la

respuesta inflamatoria a nivel pulmonar. Si la lesion es extrapulmonar, hay
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activacion de la respuesta inflamatoria en el sitio dafiado por la lesion, desde
donde se producen vy liberan los mediadores que pasan entonces por el filtro
pulmonar y activan la inflamacion (18).

El Factor de necrosis tumoral a (FNT) es inducido por monocitos y
macrofagos por endotoxinas, el complejo endotoxina-proteina ligadora de
endotoxina, el complemento, leucotrienos (LT), y prostaglandinas (PG). Inicia
y/o amplifica la cascada inflamatoria en la sepsis, falla organica multiple (FOM)
y el SDRA. Produce secrecion secundaria de otros mediadores como las
interleucinas (IL) -1, IL-6, IL-8, Factor agregador de plaquetas, prostaglandinas
y leucotrienos, aumenta las moléculas de adhesion leucoendotelial, la
tendencia a la coagulopatia y la fagocitosis, el dafio endotelial y la
permeabilidad capilar.

La IL-1 es otro importante mediador de la defensa del huésped y en la
enfermedad, potente proinflamatorio con efectos biolégicos como la fiebre, la
activacion y dafno de las células endoteliales, aumento de la permeabilidad,
hipotension, choque, leucopenia y activacion de los neutréfilos. Promueve la
liberacion de otras citocina: FNT. IL-6 y actia sinérgicamente con el FNT (19).
El Factor agregador de plaquetas es quimiotactico, potente broncoconstrictor,
agregador plaquetario, aumenta la liberacion de leucotrienos, prostaglandinas y
Tromboxanos, la permeabilidad vascular, la adherencia leucoendotelial y la
liberacion de factor plaquetario 4 y Tromboxano B2, que producen hipertension

pulmonar e hipotension sistémica (Figura 5).
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N Engl J Med, 2000; 342: 1334-1349

Figura 5. Esquema que muestra el alvéolo normal del lado izquierdo y del lado derecho el
alvéolo dafiado durante la fase aguda de dafio pulmonar agudo. PAF (Factor activador de

plaguetas); TNFa (Factor de Necrosis Tumoral alfa); IL-1, 6,8, 10 (Interleucinas 1,6, 8 y 10).

6. El endotelio Vascular.

Durante las ultimas dos décadas se han producido grandes avances en el
estudio del papel que desarrolla el endotelio en la dinamica vascular.

Previamente se creia que el endotelio solo era una barrera permeable a los
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iones, moléculas organicas y también una zona de efectos metabdlicos,
sobretodo en la microvasculatura pulmonar (Conversion de angiotensina | en
angiotensina Il y eliminacion de prostaglandinas de la circulacion). A pesar de
gue estos descubrimientos eran de importancia considerable, no se sabia el
importantisimo papel del endotelio vascular como un 6rgano regulador del tono
vascular sintetizando y liberador de sustancias vasoactivas, que juegan un
papel critico en la regulacién de la hemodinamia de la microcirculacion.

Para mantener la permeabilidad de los vasos sanguineos y la fluidez de la
sangre, las células endoteliales sintetizan algunas sustancias activas,
incluyendo grandes moléculas como fibronectina y sulfato de heparina,
interleucina-1, activador del plasminégeno tisular, varios factores de
crecimiento y pequefias moléculas como prostaciclina, factor relajante derivado
del endotelio (EDRF), hoy conocido como oxido nitrico (ON), factor activador de
plaguetas y endotelina-1.

La produccion de estas sustancias es modulada por cambios en la
concentracion de mensajeros intracelulares como el AMPc- GMPc-Ca2+ y por
interacciones entre el endotelio y sus células, plaquetas o constituyentes del
plasma.

La fisiopatologia del DPA todavia no estd completamente descrita, sin
embargo, el endotelio pulmonar juega un papel muy importante debido a la
alteracion de su actividad metabdlica, que afecta la homeostasis pulmonar y

sistémica.
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El endotelio capilar pulmonar constituye una cuarta parte del area de
superficie endotelial total corporal y constituye el 40% de todas las células
pulmonares; ademas de poseer actividades metabdlicas caracteristicas, por
ejemplo, participa en el tono vascular detectando cambios de presion y de
tensién de las paredes, asi como también a los estimulos que provocan
sustancias vasoactivas liberadas por leucocitos y plaquetas. Entre las
principales sustancias vasodilatadoras producidas en €l destacan el Oxido
Nitrico, prostaciclinas, bradicininas. Las sustancias vasoconstrictoras mas
conocidas son el tromboxano A2 y la prostaglandina H2, angiotensina Il de
accion constrictora de accién directa e indirecta para la liberacion de Endotelina
(ET- 1), esta ultima es la mas potente sustancia vasoconstrictora conocida.

Endotelina y Oxido nitrico interactian entre si modulando la fisiologia
endotelial vascular, por lo cual es importante conocer la fisiologia de estas

sustancias vasoactivas y su relacion en las funciones del endotelio vascular.

7. El sistema Endotelina.

La existencia de una sustancia vasoconstrictora derivada del endotelio fue
descrita por primera vez por Hickey en 1985 (20). Tres afios después el péptido
endotelina (ET-1) fue aislado y caracterizado por Yanagisawa (21).
Posteriormente se determind que las endotelinas son una familia de péptidos
de 21 aminoécidos de las cuales se conocen tres diferentes isoformas (ET-1,

ET-2 y ET-3) que contienen dos puentes disulfuro (Cisl-cisl5 y Cis3-cisll),
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gue les confieren una estructura tridimensional con forma de espiral conica y
aunque muestran propiedades similares, bioquimica y biolégicamente estan
codificados por tres genes diferentes localizados en los cromosomas 6, 1y 20
respectivamente y su expresion esta regulada de forma diferente segun los
organos y tejidos. Tienen una estructura parecida al veneno de serpiente

Actractspic Engaddensis, llamado sarafotoxina. (22) (Figura 6ay 6b).

Endotelina 1
(Humanos, Perros, cerdos, Ratones y Bovinos)

Endotelina-2
(Humanos, Cerdos y Ratones)

Figura 6a. Estructura y homologia de las endotelinas, cadenas peptidicas de 21 aminoacidos

ET-1yET-2.
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Endotelina-3
(Humanos, Cerdos, Ratas y Conejos)

Figura 6b. Estructura y homologia de las endotelinas, cadenas peptidicas de 21 aminoacidos

ET-3.

La ET-1 es sintetizada principalmente por el endotelio, ademas de
producirse en células del musculo liso vascular, pulmén, corazon, rifién, higado
y cerebro. (23, 24, 25). La ET-1 es la isoforma mas predominante e importante
de las tres estructuras peptidicas y es 10 veces mas potente que la

angiotensina.
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7.1 Sintesis de la Endotelina.

La sintesis de endotelina esta primariamente regulada a nivel
transcripcional (mMRNA). La transcripcion de endotelinas puede estar
influenciada por  diversos factores como endotoxina, vasoconstriccion,
trombina, hipoxia, insulina, citocinas y factores de crecimiento (26, 27). La ET-
1 se produce continuamente, (28) pero también se almacena en granulos de
las células endoteliales y se libera en cuestion de minutos ante estimulos
generados por hipoxia, isquemia o estrés por friccion (29). La produccion de ET
es inhibida por el péptido natriurético atrial, estrogenos y prostaglandinas e

indirectamente por heparina y via ON por estrés por friccion (30) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la sintesis de endotelina en la célula endotelial.
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La naturaleza de estos péptidos deriva de sus grandes precursores,
denominados preproendotelinas (203 a 212 aminoacidos); los cuales seran
transformados posteriormente a las grandes endotelinas (big endothelin) de 38
a 41 aminoéacidos (31). La protéolisis de las grandes endotelinas a pequefas
endotelinas, por la enzima convertidora de la endotelina (ECE), es un paso
necesario para que estos péptidos se transformen en moléculas biolégicamente
activas de 21 aminoéacidos. El proceso de biosintesis de ET-1 es el mas
caracterizado; este proceso se desarrolla en el citosol de las células
endoteliales. La ET actua localmente como una hormona paracrina y en
condiciones patologicas solo pequefias cantidades son liberadas a la
circulacion, pero en ciertas condiciones como sepsis los niveles circulantes se

incrementan dramaticamente.

7.2 Receptores para Endotelina.

En mamiferos se han identificado dos subtipos de receptores de endotelinas
denominados tipo A (ETa ) y tipo B (ETg ) ambos pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteina G, (32) a través de los cuales se median
los efectos de la endotelina. El ETa es altamente especifico para la ET-1 y
esta ampliamente distribuido en las células del masculo liso vascular. La unién
de ET-1 al receptor ETA produce la mayoria de los efectos vasoconstrictores de
ese péptido. Ambos receptores se encuentran en el musculo liso vascular y

median la contraccion. Los receptores ETg también localizados en las células
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endoteliales median la vasodilatacion por liberacion de ON y prostaciclinas.
Este subtipo de receptor también es responsable de la depuracion de ET-1
circulante via endocitosis. El pulmén es el principal sitio de depuraciéon de ET-1
(cerca del 80% de la ET-1 circulante en un solo pasaje a través de la
circulacion pulmonar). La Et-1 tiene igual afinidad por ambos tipos de
receptores. Los receptores para ET se encuentran presentes en una gran
variedad de tipos celulares en diversos 6rganos donde median diferentes
efectos.

Ambos tipos de receptores activan a la Proteina G y fosfolipasa C iniciando
una cascada de eventos mediados principalmente por inositol trifosfato y
diacilglicerol. Activando canales de calcio en el reticulo sarcoplasmico y una
gran variedad de membranas celulares se unen a los canales de calcio
provocando un incremento dramatico de calcio citosodlico. El incremento en el
calcio induce contraccion de los miofilamentos y vasoconstriccion. Los
receptores ETg también activan a la fosfolipasa A con la subsecuente
produccion de prostaglandinas y tromboxanos, generando vasoconstriccion
(33). Por otra parte la estimulacion de receptores ETg libera prostaciclina e

induce produccion de ON el cual media la vasodilatacion (Figura 8).
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Figura 8. Efectos biologicos de la ET-1 en diversos tipos celulares.

En adicion, el incremento del calcio y el diacilglicerol contribuyen a la
activacion de la proteina cinasa C, la cual es un factor potencial para el
incremento en la permeabilidad capilar pulmonar, ademas de mediar la
actividad mitégena de la ET-1 (34, 35). Se sabe que la ET-1 activa a la Rho-
kinasa A, la cual contribuye al reordenamiento del citoesqueleto en las células
del musculo liso vascular (34) y posiblemente las propiedades de migracién de
las células endoteliales sean inducidas por estos cambios en el citoesqueleto,
llevando también al incremento en la permeabilidad.
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7.3 Endotelinas y Permeabilidad.

El papel de la ET-1 como modulador de la permeabilidad capilar no se
conoce completamente. Diversos reportes sugieren que el incremento en la
permeabilidad puede ocurrir directamente por los receptores ETa ©
indirectamente por la liberacion de sustancias que incrementan la
permeabilidad (36, 37, 38). Sin embargo claramente la ET-1 esta involucrada
en la modulacion de la permeabilidad de la microvasculatura aunque los
efectos puedan depender del lecho capilar especifico y de la patofisiologia.
Ademas se conoce la asociacion entre la ET-1 y la permeabilidad sugiriendo
que la ET-1 es quimioatrayente para monocitos y neutrofilos, estos hallazgos

soportan la importancia de la ET-1 en estados inflamatorios.

7.4 Endotelinay pulmon.

El pulmén es el sitio donde se produce la mayor cantidad de ET-1. Aunque
su produccién se atribuye principalmente a células endoteliales se ha
demostrado que diferentes tipos celulares en diferentes o6rganos pueden
producir este péptido. En el pulmén la ET-1 es producida en el endotelio por
células alveolares tipo Il, macréfagos alveolares, epitelio bronquial y células del
musculo liso vascular. La produccion pulmonar de ET-1 es muy importante en
estados patologicos como el asma vy la fibrosis pulmonar (39, 40). Ademas la
Et-1 esta involucrada en la remodelacion de la vasculatura pulmonar en
hipertension y en hipoxia cronica (41). Estos efectos de la ET-1 son
responsables de su actividad mitogena. Ademas, se ha demostrado que las
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células del musculo liso vascular pueden producir ET-1 por lo que se sugiere
gue éste péptido tiene un papel importante en los estados proliferativos en DPA
(42, 43). El incremento en los niveles plasmaticos de ET-1 se ha reportado en
pacientes con sepsis y DPA (44). Recientemente ademas se demostro altos
niveles plasmaticos de ET-1 asociados con el incremento de agua
extravascular en pacientes con sepsis. Considerando estas propiedades de la
ET-1 queda muy claro el potencial de contribucion en DPA, por lo cual es

importante investigar el papel de la ET-1 en modelos experimentales de DPA.

8. Oxido Nitrico (ON).

En 1980 Furchgott y Zawdzki usando tiras de aorta en un bafio de 6rganos
descubrieron que el endotelio era esencial para el efecto vasodilatador de la
acetil-colina. Evidenciaron que este efecto era debido a una sustancia a la que
denominaron factor relajante derivado del endotelio (EDRF) (45). En 1987
Palmer y Moncada demostraron que este factor era el ON (46). El ON es un
gas incoloro, escasamente soluble en agua y facilmente oxidable. La molécula
de ON tiene un peso molecular de 30 daltons. Contiene un electron no
pareado, en su capa exterior y debido a ello posee las caracteristicas de un
radical, lo cual explica su elevada reactividad y su tendencia a la unién con
hemoproteinas reducidas. Su vida media es de 3-6 segundos, siendo el nitrito

(NO2) el producto més abundante de su catabolismo.
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El Oxido Nitrico (ON) es un factor dilatador derivado del endotelio. Este

vasodilatador enddégeno también inhibe la adherencia y agregacion plaquetaria,

proliferacion de células del musculo liso e interacciones célula endotelial-

leucocito. EI ON una vez formado difunde hacia las células adyacentes (47, 48)

donde activa a la enzima guanidilciclasa (Gc) la cual provoca un aumento

intracelular de Guanidin mono fosfato ciclico (GMPc), para ello se requiere la

reduccion del hierro (Fe**

del hemo). El incremento de GMPc activa una

proteinquinasa que fosforila las cadenas de miosina produciéndose relajacion

del musculo liso vascular (Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica que muestra la formaciéon de ON por la célula

endotelial. L-arg (L-arginina); iNOS (Oxido nitrico sintasa inducible); cNOS (Oxido Nitrico

Sintasa consitutiva); ON (Oxido Nitrico); Ca+ (Calcio); GC (Guanidilciclasa); cGMP (Guanosin

monofostato ciclico);GT(Guanosin trifosfato).
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El sustrato para la sintesis del ON es la L- arginina. La enzima que cataliza
la formacion del N a partir de L-arginina es la oxido nitrico sintasa (NOS); una
dioxigenasa que existe en varias formas. La NOS cataliza la oxidacion del
atomo de nitrogeno de uno de los terminales de guanidino de la L-arginina
generando citrulina y eliminando ON y anién superoxido. Todas las isoformas
enzimaticas requieren L-arginina, oxigeno, nicotinamida adenina dinucleoétido
hidrogeno fosfato (NADPH) como sustratos y flavinmononucleotido (FMN),

grupo hemo y tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactores (Figura 10).

L-citrulina

2
kl_-arginina N-hidroxil-L-arginina /

Figura 10. Formacién de 6xido nitrico a partir de L-arginina.
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La familia de isoformas de la NOS se divide principalmente en isoforma
constitutiva (cNOS) e isoforma inducible (iNOs). La cNOS requiere el cofactor
Ca' para unirse a la calmodulina y asi activarse (Ca* dependiente). Se conocen
dos subtipos de ésta neuronal-NOS | /nNOS y endotelial —NOS I1I/ eNOS.
Recientemente se ha aislado una cuarta isoforma a partir de hepatocitos
humanos: INOS hepética. La diferencia en la estructura bioquimica de estas
enzimas radica en el terminal NH,. Mientras que el terminal COOH confiere la
similitud entre ellas y la citocromo P459 reductasa.

El terminal nitrégeno guanidino de la L-arginina es transformada a ON por
una oxidacion. Se requieren cofactores: NADPH, BH4. EI ON estimula la
guanilciclasa de la célula transformandose en GMP en GMPc.

Entre los factores activadores de cNOS se encuentran: acetilcolina,
bradicinina, leucotrienos, factor agregador de plaquetas, aminoéacidos, iones de
Ca+, estimulo eléctrico, mastocitos, PMN y algunas neuronas. Como factores
inhibidores de cNOS se han descrito al FNTa. Factores activadores de iNOS:
endotoxinas (lipopolisacaridos de las membranas celulares bacterianas) y
citocinas (FNTa, FNTR, IL-1). Los inhibidores de INOS: glucocorticoides,
citocinas (TGFB, IL-4, IL-10 etc). EI L-NAME, L-NNMA tienen efecto inhibidor

inespecifico sobre NOS.

46
Claudia Hernandez Jiménez




Introduccioén

Efectos biolégicos del ON.

La fisiologia del ON es extremadamente compleja, ya que incluye
numerosas reacciones potenciales ya sea como regulador, protector o
citotoxico.

Probablemente la ambivalencia del ON es la cuestion méas desconocida
hasta ahora y la que suscita mas controversia. Esta dualidad de funcién se
manifiesta en practicamente todos los campos en los que esta implicado.
Segun el lugar donde se produce, el entorno bioquimico y la concentracion
local de ON presente o0 generada, puede actuar como mensajero y en la
regulacion de muchos procesos fisiologicos, citoprotector contra el estrés
oxidativo o0 reaccionar como un potente citotoxico capaz de desencadenar

multiples procesos patologicos.

9. Medidas Terapéuticas en DPA.

Hasta la fecha no existe tratamiento disponible para revertir directamente
los trastornos de la permeabilidad vascular asociados al DPA. Las medidas
terapéuticas estdn encaminadas a minimizar los factores de riesgo junto a un
tratamiento de sostén dirigido a mantener el intercambio gaseoso, la perfusion
tisular y el metabolismo aerdbico mientras se espera la resolucion del DPA
(49). Sin embargo, para tratar de revertir los problemas asociados al DPA
también se han establecido muchos protocolos terapéuticos entre los que

destacan la ventilacion mecanica: cuyo principal objetivo es aliviar el trabajo
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respiratorio, mejorar el intercambio gaseoso, actuar sobre la base
fisiopatolégica con un minimo de complicaciones, adaptar el volumen y la
presion adecuados a cada paciente, FIO, no toxicas y evitar el dafio inducido
por el ventilador. Otras estrategias terapéuticas incluyen la utilizacion de un
numeroso grupo de medicamentos entre los que se destacan los siguientes:

e Antiinflamatorios esteroides; El papel de los corticosteroides en DPA, ha
sido tema de debate en la literatura por diversos décadas. Estudios anteriores
no han podido demostrar efectos benéficos utilizando altas dosis de esteroides
para el tratamiento de DPA en etapas tempranas. Sin embargo estudios
recientes sugieren que el tratamiento a bajas dosis de esteroides por tiempo
prolongado puede ser Util, pero la duracién del tratamiento y dosis no se han
establecido, actualmente sélo estan indicados en la fase tardia (Fibrética) de
dicha afeccién (50, 51, 52, 53).

e Surfactante exdgeno; los ensayos clinicos con su uso son escasos Yy
controvertidos, que si bien han podido en pequefias series demostrar cierto
beneficio, permanecen sin determinar su valor de disminuir la mortalidad (54,
55, 56).

e La indometacina, un inhibidor de la sintesis de Tromboxano B,, que
mejora la oxigenacion en neumonia de origen bacteriano (57).

e Ketoconazol, como inhibidor de la sintesis de tromboxanos e inhibicién
de leucotrienos, pero no se ha establecido que mejore el funcionamiento

pulmonar ni la sobrevivencia (58).
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e Prostaglandina E1, metabolito derivado de la cascada del acido
araquidonico bloquea la agregacion plaquetaria, causa vasodilatacion y modula
la respuesta inflamatoria, en estudios en humanos el farmaco no modifica el
intercambio gaseoso, dias ventilador, morbilidad y mortalidad (59, 60, 61).

e ON inhalado ha sido utilizado en el tratamiento mejorando las
alteraciones de Ventilacion-perfusion, produciendo vasodilatacion pulmonar y
efectos antiproliferativos (62, 63, 64). Ademas en la circulacion pulmonar, la
administracion de ON inhalado previene la acumulacién de neutrofilos y la
disfuncion endotelial vascular en DPA producido por isquemia-reperfusion.

En algunos estudios el ON inhalado tuvo propiedades antiinflamatorias por
la disminucion de infiltracién de neutréfilos en DPA inducido por sepsis, pero se
necesitan investigaciones para determinar las indicaciones, dosis y resultados
finales con su uso (65).

Aunque la hipertension pulmonar es una de las principales caracteristicas,
sorprendentemente pocos estudios ha sido dirigidos a la reduccién de la
hipertension pulmonar o particularmente a la presion capilar pulmonar. Se ha
demostrado que el sistema Endotelina (ET-1) tiene un papel primordial en los
desérdenes hipertensivos. Incluyendo al DPA. La eficacia del uso de
antagonistas de los receptores ET ha sido comprobada para reducir la
hipertension pulmonar. Ademas, en estudios experimentales se ha visto la
capacidad de reducir la hipertension pulmonar (66, 67).

En los ultimos afios se ha propuesto la utilizacion de otros farmacos como

fuentes alternas potenciales de tratamiento para el DPA.
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9.1 Arginina.

La L-arginina (acido 2-amino-5 guanidino-pentanoico) es considerada un
aminoécido (aa) no esencial bajo condiciones fisiolégicas, pero se convierte en
un aa condicionalmente esencial en situaciones de estrés y tiene un papel
importante en el metabolismo intermediario de los pacientes criticos y tanto el
metabolismo de la arginina asi como su disponibilidad estd afectada en
pacientes criticos (68, 69).

La l-arginina esta disponible en el cuerpo por sintesis endogena (via L-
citrulina conversién que ocurre en el rifion), degradacion de proteina endoégena
y dieta rica en proteina (dieta solo contribuye del 20-25% del aporte total de
arginina). La arginina es un prominente intermediario en la sintesis de
poliaminas (crecimiento celular y proliferaciéon) y sintesis de prolina
(cicatrizacion de heridas y sintesis de colageno) y es el Gnico sustrato
biosintético para la produccion de ON via eNOS, iINOS y nNOS. ElI ON es una
molécula de sefalizacion potente que influencia virtualmente cada célula de los
mamiferos. La arginina también sirve como un potente modulador de la
respuesta inmune via proliferacion y diferenciacion de los linfocitos (70). Asi
como también presenta accidn bactericida via Arginina-ON (71).

Como ya se menciond, mientras que la sintesis en novo y el aporte en la
ingesta estan reducidos en pacientes criticos, hay un incremento en la
demanda en estos pacientes y esta dado principalmente por una “up regulation”

de arginasa, siendo recientemente el foco de atencion por su importancia en la
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reduccion de los niveles de ON, presumiblemente por reduccién de la I-arginina
disponible (72).

La pérdida o deficiencia de ON derivado del endotelio en DPA tiene un
papel importante en el tono muscular liso ya que favorece la contraccion,
ademas una deficiencia de ON representa una exagerada lesion vascular
asociada con neutrofilos ya que el ON derivado del endotelio funciona como
un modulador de la adhesion de los neutrdfilos a las células endoteliales (73).
En cambio la administracion exdgena de L-arginina estimula la via ON-GMPc,
atenuando la disfuncion vasomotora en diversos modelos de lesion vascular.

Por lo tanto, se debe considerar un nuevo potencial terapéutico de la L—

arginina en DPA.

9.2 Propofol.

Recientemente se ha descrito que el propofol (2,6- diisopropilfenol) ademas
de ser un agente anestésico, sedante/hipnético de rapida metabolizacion,
utilizado en las unidades de cuidados intensivos, con gran aceptacion a nivel
mundial, debido a su rapida metabolizacion y pronta recuperacion del paciente
(74), inhibe la activacion y migracion de los neutrofilos (75, 76), disminuye la
agregacion plaquetaria (77) y la liberacion de citocinas proinflamatorias (78, 79,
80), actua como antioxidante (81, 82), modula la actividad endotelial de Oxido
Nitrico (83) y a dosis elevadas atenua el DPA por endotoxemia (84, 85, 86) todo

esto sugiere que pueda ser utilizado para atenuar el DPA.
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10. Modelo de DPA inducido por Acido Oleico (AO).

Muchos modelos animales han sido utilizados para estudiar esta importante
entidad clinica, uno de los mas importantes es en el que se utiliza acido oleico
debido a que provoca muchas similitudes biolégicas y patolégicas presentes
en el humano (87), éstas son: la presencia de una fase exudativa, proliferativa
y fibrética, reaccion inflamatoria, secuestro de células circulantes, incremento
de la permeabilidad alveolar e hipertension pulmonar (88).

Originalmente el AO se utiliz6 como un modelo de embolismo graso, su uso
como inductor de DPA se conocié después de que Ashbaugh y Usawa lo
utilizaran para producir un modelo de edema pulmonar no cardiogénico (89).

Actualmente el AO se utiliza como modelo para las consecuencias del DPA
debido a que no necesita una respuesta inflamatoria que inicie el dafo alveolar.
Sin embargo, a pesar de su amplia utilizacion el modelo de DPA inducido por
AO no ha podido ser estandarizado (90), debido a que una sola inyeccion
intravenosa produce aumento en la permeabilidad vascular tanto a dosis bajas
como altas, administrado en bolo, fraccionado o en infusién continua, diluido
con etanol o saponificado con solucion salina. Cada una de estas variantes
altera la extension y severidad del dafio lo que provoca diferentes

consecuencias patologicas (89).
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Il. Justificacion.

El Dafo pulmonar agudo (DPA) constituye una patologia de alta
morbimortalidad en las Terapias Intensivas y ocurre como resultado a una gran
variedad de lesiones al pulmén. La defensa del organismo frente a una agresion
celular y humoral es un delicado sistema cuyo equilibrio pude verse afectado por
la enfermedad. Leucocitos, macréfagos, linfocitos, plaquetas, células endoteliales
se activan, iniciando una serie de acontecimientos que pueden resultar en
curacion o agravar el dafio inicial. El pulmoén por sus caracteristicas histolégicas y
funcionales es un oOrgano con gran potencial para resultar afecto y una
importante fuente de mediadores inflamatorios que pueden contribuir al fallo de
organos a distancia. A pesar de los multiples avances que han existido en el
manejo ventilatorio de estos pacientes, la estrategia optima de ventilacion y las
terapias adjuntas para pacientes con DPA y SDRA estan aun por definirse, las
mismas han cobrado una importancia capital en los cuidados intensivos
modernos, teniendo en cuenta que por esta razén puede prolongarse la estadia
dentro de las unidades de terapia Intensiva. EI DPA se caracteriza por hipoxemia
severa que amenaza la vida del paciente debido a alteraciones en la relacion
ventilacion perfusion. Los resultados fundamentales de esta alteracion es la
formacion de atelectasias que aparecen secundariamente a la inflamacion del

tejido pulmonar afectado y este proceso inflamatorio en general no esta
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restringido solamente al sistema respiratorio sino que pueden verse afectados
otros 6rganos asi como aparecer compromiso hemodinamico. Por lo tanto
Debido a que actualmente no existe ninguna medida especifica para tratar el
DPA, resulta de vital importancia encontrar medidas profilacticas y/o terapéuticas

gue atenten el DPA.

54
Claudia Hernandez Jiménez




Hipotesis

lll. Hipotesis.

La utilizacion de propofol y L—arginina promovera un estado antiinflamatorio,
antiagregante y antitrombotico del endotelio, que permitirda atenuar las lesiones

en el DPA.
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V. Objetivos.

La presente tesis ha sido planteada hacia un objetivo general y una serie de

objetivos especificos derivados del primero:

1. Objetivo General

Determinar los cambios hemodinamicos, gasométricos, radiograficos,
macroscopicos, microscopicos, la expresion de ET-1, y de receptores para ET-
1 (ETB) por inmunohistoquimica, producidos en un modelo experimental

canino de DPA inducido por &cido oleico, tratado con propofol y L- arginina.

2. Objetivos Especificos

En los grupos de estudio | (Testigo); 1l (Acido oleico); I (tratamiento con
Propofol) y IV (tratamiento con L-arginina):
2.1 Evaluar los cambios hemodinamicos
2.2 Evaluar los cambios gasométricos
2.3 Valorar los cambios radiogréaficos
2.4 Valorar los cambios macroscopicos
2.5 Valorar los cambios microscopicos

2.6 Determinar la expresion de ET-1y ETg en Tejido Pulmonar
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V. Material y Métodos

1. Disefo del Estudio

1.1 Caracteristicas Generales.

Se trata de un estudio experimental, prospectivo, longitudinal, clasificado de
acuerdo a Cohan en: Disefio Experimental en Bloques Balanceados, realizado
integramente en la Unidad de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”. (INER) y aprobado por el
Comité de bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (UNAM)

y del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

2. Animales de Experimentacion.

Se utilizaron 24 perros mestizos sanos, adultos, sin importar el sexo, con un
peso entre 15 y 20 Kg. El empleo del perro en este tipo de modelo esta lo
suficientemente documentado en la literatura cientifica, dadas las similitudes
anatdmicas y funcionales con la especie humana.

Todos los animales se mantuvieron en las mismas condiciones ambientales.
Estuvieron confinados en jaulas individuales con un area de piso de 90 cm de
ancho x 3.5 m de largo y una altura de 2.70 m alto con comederos y bebederos

individuales localizados en la puerta frontal a una distancia del piso de 40 cm
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para evitar contaminacidén con excretas, con disposicion de agua y alimento ad
libitum. Asimismo se encontraban protegidos de las condiciones climaticas
extremas y siempre estuvieron bajo la supervision de un Médico Veterinario
Zootecnista. Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (91). Y de la Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos de Norteamérica

(92).

2.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron animales clinicamente sanos, que no presentaron
antecedentes patoldgicos durante su estancia en el bioterio del INER y previos

al procedimiento o con antecedentes de alguna cirugia.

2.2 Criterios de eliminacion

Todo animal con signos clinicos que no fueran provocados por el

procedimiento fue eliminado del estudio.

3.- Consideraciones Eticas

El estudio fue conducido de acuerdo a los lineamientos de investigacion en

animales de Laboratorio, (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de
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los Estados Unidos de Norteamérica) de los Estados Unidos de Norteamérica y
también por lo descrito en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).
Asimismo fue revisado y aprobado por el comité de Bioética y el comité
Cientifico del INER y de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia-

UNAM.

4.- Grupos de estudio

Los animales fueron divididos en 4 grupos de estudio incluyendo al grupo

control:

Grupo | (n=6) Testigo

Grupo Il (n=6) Induccién de DPA con AO

Grupo Il (n=6) Induccion de DPA con AO y tratamiento con Propofol
Grupo IV (n=6) Induccion de DPA con AO y tratamiento con L-arginina

Protocolo de Estudio

5.- Preparacion del Modelo Experimental

5.1 Anestesia

Cada experimento se inici6 con 24 horas de ayuno para solidos y de 12

horas para liquidos de los animales y con el pesaje de los mismos.
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Posteriormente tras la cateterizacién de una vena periférica (Safena izquierda)
mediante un angiocatéter se les administr6 en una inyeccion intravenosa
premedicacion e induccion anestésica consistente de una mezcla de clorhidrato
de tiletamina y zolazepam (Zoletil 50 Virbac S.A. Guadalajara, México) 8 mg/kg
IV Fentanilo (Janssen, México) 0.02mg/kg IV, atropina (Atropisa, PISA,
Guadalajara, México) 0.02 mg/kg IV, acepromacina (Calmivet Vétoquinol S.A.,
Cedex, Francia) 0.02 mg/kg IV.

Posterior a esto los animales fueron colocados sobre la mesa de cirugia en
posicion decubito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal, conectada
a un ventilador de volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un
vaporizador (Isotec 3 Ohmeda). La anestesia se mantuvo durante todo el
estudio con isofluorano al 1.5% (Laboratorios PISA, Guadalajara, Jalisco,
México) (Figura 11).

Acto seguido se procedio a la tricotomia y lavado con jabdén quirargico de la
region cervical ventral, la region inguinal derecha, y region toracica, finalmente
se realizé la antisepsia de la zona con yodo povidona (Dermodine Solucién,
Dermodex S.A. de CV.).

Ademas recibieron un aporte de liquidos intravenosos a razén de 10 ml/kg/h
de soluciéon Hartman (Laboratorios PISA S.A. de C.V. Guadalajara, Jalisco,
México).

En todos los animales el régimen ventilatorio se controlo a lo largo de todo
el procedimiento, y se aplicaron los siguientes parametros:

e Volumen corriente: 10 ml/Kg de peso corporal
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e Frecuencia Respiratoria: 20 respiraciones por minuto
e Fraccion inspirada de oxigeno (FiO2): 100%
A continuacion se procedio a la monitorizacion y colocacion de los distintos

catéteres, realizandose el registro basal de los parametros.

5.2 Cateterismos

Mediante diseccién quirargica se colocaron catéteres de polivinilo de una
sola luz de 30 cm. de longitud (Cordis Corp, Johnson & Johnson, CA, USA) en
la arteria y vena femoral derecha, para el registro de las presiones arteriales
sistémicas (PAS) con un monitor de electrocardiografia (Datacospe Passport,
New Jersey, USA), infusién de AO para induccion del DPA, toma de muestras
sanguineas para gasometrias que se realizaron con un gasOmetro (AVL
Compact 2, Blood gas analyzer) y para la administracién de Propofol (Diprivan,
AstraZeneca, Milan, lItalia) en el grupo Illl y L- arginina (Sigma-aldrich,
Steinheim, Germany) en el grupo IV (Figura 11).

A través de la vena yugular derecha se dirigié a la arteria pulmonar un
catéter de termodilucién de 5F (Swan Ganz, Standard Thermodilution Balloon
Catheter, Edwards Lifesciences, Ontario, Canadd), para el registro de gasto
cardiaco (Hemodynamic Profile Computer Spectramed model SP-1445,
Oxnard, CA-USA), presiones pulmonares (PAP) y presion venosa central (PVC)

con el monitor de electrocardiografia (Figura 11).
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Figura 11. Fotografias que muestran: A) al animal de experimentacion colocado sobre la mesa
de cirugia conectado al ventilador y monitor cardiaco, B) insercién de catéteres femorales
arterial y venoso derechos para determinacién de parametros hemodinamicos y gasomeétricos,
Fotografia que C) insercién del catéter Swan Ganz en vena yugular derecha para determinacion

de parametros hemodinamicos.

62
Claudia Hernandez Jiménez




Material y Métodos

El catéter Swan Ganz de 70 cm de longitud, con un balon en la punta de 0.5

cm3 de capacidad y tres luces: una para inflar el baldn, otra con apertura en el

extremo distal (puerto distal) y la tercera con apertura lateral a 15 cm del

extremo (puerto proximal). Se introduce con la ayuda del balén inflado (que es

arrastrado por la corriente sanguinea) y del registro de las presiones

intravasculares (auricula derecha, ventriculo derecho, arteria pulmonar y

posicion de oclusion).

5.3 Determinaciones

Las determinaciones de los parametros hemodinamicos, gasométricos vy

plasmaticos fueron realizadas en los siguientes tiempos:

12,

23

32,

42,

52,

62.

Previa a la induccion del Dafio pulmonar

15 minutos (inmediata a la administracién del AO)

30 minutos (Posterior a la administracion del AO)

45minutos (Posterior a la administracion del AO)

60 minutos (Posterior a la administracion del AO)

75 minutos (Posterior a la administracion del AO)

90 minutos (Posterior a la administracion del AO)
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74, 105 minutos (Posterior a la administracion del AO)
82. 120 minutos (Posterior a la administracion del AO)
92, 135 minutos (Posterior a la administracion del AO)
102 150 minutos (Posterior a la administracion del AO)
112 165 minutos (Posterior a la administracion del AO)

A los 165 minutos, después de la ultima determinacion, se procedidé a
realizar la eutanasia de los animales con sobredosis de Pentobarbital Sédico
(Anestesal, Pfizer S.A. de C. México) Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-
1999. Después se practico esternotomia y se tomaron muestras de tejido, para
hacer la evaluacion histolégica y determinar la expresion de ET-1 y ETg por
Inmunohistoquimica, ademas se tomaron los lobulos pulmonares caudales
derecho e izquierdo para cuantificar el edema pulmonar mediante analisis

gravimétrico.

5.4 Induccion del Dafio pulmonar Agudo

Para la induccion del DPA en los grupos I, 1l y IV posterior a la medicién de
los valores hemodinamicos, gasomeétricos y radiograficos basales, se
administré AO (cis -9- acido octadenoico; Sigma Aldrich, Germany) a dosis de
0.09mL/kg, en una solucion (1:1) de AO y etanol diluido en cbp 10 ml de

dextran 40 (Rheomacrodex, PISA, S.A. DE C.V., Guadalajara JAL, México).
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Este volumen fue administrado intravenosamente con un flujo constante de
0.5ml/min., a través del catéter femoral venoso con el puerto localizado en la
vena cava, durante un periodo de 20 minutos seguido por un lavado del catéter
conl0 ml de solucion salina, con una bomba de infusién (Syringe Pump model
351, Sage Instruments, Division of Orion Research incorporated, Cambridge,
Mass USA)
Se consideré que habia dafio pulmonar agudo cuando se presento:
1. Hipoxemia (PaO,/FIO2 <300).
2. Presion de la arteria pulmonar en cufia (PAWP) <18.

3. Infiltrados alveolares bilaterales en placa simple de torax (5).

6.- Tratamiento

o EL grupo Il recibié propofol (Diprivan, AstraZeneca, Milan, Italia) 10
mg/kg/hr durante 60 minutos antes de la infusion de AO para determinar si
éste atenta el DPA producido por AO. Esta dosis de propofol fue
seleccionada de acuerdo al reporte de dosis altas utilizada por Hyun (93).

o El grupo IV recibi6 L- arginina (Sigma-aldrich, Steinheim, Germany)
0.125g/min por 120 minutos (94) administrados en 250ml de SSF por via IV
60 minutos antes después de la infusion de AO para determinar si la L-

arginina atenua el DPA producido por AO.
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7. Evaluacion

7.1 Evaluacion Hemodinamica

Algunos de estos parametros se obtuvieron mediante medicidén directa y

otros se derivaron de éstos con la aplicacion de férmulas matematicas.

Pardmetros medidos:

Frecuencia Cardiaca (FC). Expresada en latidos por minuto

Presion Arterial Sistolica (PAS), Diastolica (PAD) y Media (PAM).
Obtenidas mediante el catéter colocado en la arteria femoral derecho. Se
expreso en Milimetros de mercurio (mmHg).

Presion venosa Central (PVC). Mediante el catéter situado en la yugular
derecha. Se expresa en mmHg.

Presion Arteria Pulmonar Sistélica (PAPS), Diastdlica (PAPD), Media
(PAPM), Mediante el catéter Swan Ganz con el balén desinflado se expresa
en mmHg.

Presion de Arteria Pulmonar en Cufia (PAWP). Como medida de
estimacion de la presion capilar pulmonar, se obtuvo al inflar el balén del
extremo del catéter Swan Ganz. Se expresa en mmHg.

Gasto Cardiaco (GC). Se determindé mediante la técnica de
termodilucion. El indicador frio (5 ml de solucién salina al 0.09% entre 0 y
5°C se inyectaron a través del puerto proximal del catéter venoso colocado
en la vena cava superior. La sefal térmica era detectada por el termistor
colocado en el extremo distal del catéter. Se expreso en litros por minuto.

Cortocircuito (QS/QT). Para determinar la ventilacion/Perfusion. Se
reporto en %.

Resistencias Vasculares Pulmonares y Resistencias Vasculares
Sistémicas (RVP, RVS). Parametros derivados, expresados en

dinas/segundo/cm®
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7.2 Evaluacion Gasométrica

Se tomé 1 ml de sangre arterial y venosa con jeringas heparinizadas y se
procesaron inmediatamente en el analizador de gases (AVL Compact 2, Blood
gas analyzer) y se obtuvieron los siguientes parametros:

Presion arterial y venosa de oxigeno (PaO,), (PvO,). Expresada en
milimetros de mercurio (mmHg)

Presion arterial y venosa de Dioxido de Carbono (PaCO,), (PvCO,), en
mmHg.

pH. Representa el estado de homeostasis acido base del medio interno.

Sin unidades.

7.3 Evaluacion Radioldgica

Se realizaron radiografias simples de térax en proyeccién ventrodorsal
antes de la induccion del DPA, 60 y 150 minutos después de la administracion
del AO para valorar el patron alveolar pulmonar. La presencia de imagenes con
opacidades se cuantific6 de acuerdo a la extensién de éstas y se reportd en

una escala del O al 4.

Grado O Sin opacidades

Grado 1 Opacidades del 25%

Grado 2 Opacidades del 26 al 50%
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Grado 3 Opacidades del 51-75%

Grado 4 Opacidades del 76 al 100%

El grado fue determinado de manera independiente por tres investigadores

y se obtuvo un promedio.

7.4 Evaluacion Macroscopica.

Al concluir el tiempo de estudio, los animales se sometieron a eutanasia con
sobredosis de Pentobarbital Sodico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. México)
(91), se realiz6 esternotomia para valorar la presencia o no de edema y/o

hemorragia pulmonar.

7.5 Evaluacion Microscopica

Se tomaron muestras de los lobulos pulmonares y se fijaron en
formaldehido al 10%, se incluyeron en parafina, se les realizaron cortes de 4u
y se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E). Se analizaron en microscopia de
luz para determinar la formacion de edema, colapso alveolar, hemorragia,
congestibn, membranas hialinas, infiltrado de neutréfilos y formacion de
microtrombos. Los resultados fueron clasificados en cuatro grados: Grado O:

histologia normal; Grado 1: leve; Grado 2: Moderado; Grado 3: Severo. (95)

7.6 Determinacion de Edema pulmonar

Los l6bulos pulmonares caudales frescos derecho e izquierdo de cada

animal fueron tomados para la cuantificacion del edema pulmonar mediante
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analisis gravimétrico: relacion de peso pulmén humedo/pulmén seco (H/S) los
pulmones fueron pesados y colocados en una estufa para su desecacion a
temperatura constante (60-65°C) durante 15 dias. Y fue calculado asi:
Ganancia de Peso del pulmon = (Peso del pulmén final (PH)- Peso del pulmoén

inicial (PS))/ Peso del pulmon inicial.

7.7 Evaluacion Inmuhistoquimica.

Determinacion de la expresion de ET-1y ETB.

Las muestras fueron tomadas de tejido pulmonar después de la eutanasia
de los animales. Se realizaron cortes de 3 micras y se montaron en las
laminillas silanizadas, se desparafinaron durante 20 minutos a 80 °C y se
deshidrataron mediante transferencia en xilol 5 minutos a alcohol absoluto
durante 1 min., después se colocaron en la camara de recuperaciéon de
antigenos con buffer de citratos pH: 6 para ET-1y para receptores ETB TRIS-
HCL pH: 10 y se metieron al horno de microondas 5 minutos a punto de
ebullicion, se dejo enfriar y se lavaron con TBST 3 veces por 3 minutos. La
peroxidasa enddgena se removido con suero bloqueador y peroxido de
hidrogeno durante 10 min., se lavo nuevamente con TBST. Una vez eliminada
la peroxidasa endogena, la determinacion se realizd utilizando el sistema
Biotina-Streptavidina-peroxidasa, (Vectastain Universal Quick Kit,
Burlingame,CA), las secciones de tejido fueron incubadas con el anticuerpo
primario (Monoclonal Antibody RDI Research Diagnostics, Inc ANTI-Endothelin

Receptor A & B, Mouse anti-Endothelin 1 Receptor y Endothelin-1) diluido en
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un buffer (suero bloqueador) durante 24 horas a 4°C, pasado este tiempo
fueron lavadas nuevamente con TBST 3 lavados de 3 minutos cada uno y se
procedié a la incubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal
(Vectastain Universal Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, lavandose al final
3 tiempos 3 minutos cada tiempo, fueron incubadas con
streptavidina/peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit Burlingame,CA) por
10 minutos y se lavaron como ya se describid, se utiliz6 AminoetilCarbazol
(AEC substrate Pack Biogenex, San Ramon CA, USA) como revelador durante
5 minutos y finalmente se trataron con Hematoxilina para virar el contraste.

La expresion de ET-1 y ETB-r en tejido pulmonar fue evaluada usando un

método semicuantitativo. Se consider6 una escala de 0 a 3;

Grado O Ausencia de tincion

Grado 1 Tincion positiva asociada con <10% de las células
Grado 2 Presencia de tincion del 10% a 30% de las células
Grado 3 Tincion del > 30% de las células.
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VI. Analisis de datos

Los datos fueron expresados como media * desviacion estandar. El andlisis
de la varianza (ANOVA) se utilizé para analizar el nivel de significacion tanto
entre los grupos como entre los diferentes tiempos de medida (ANDEVA de
doble via). Si existia significacion estadistica se aplicaba analisisde
comparaciones multiples Dunnet. EI analisis de la microscopia,
inmunohistoquimica y radiologia se evalio usando la prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis.

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa estadistico SPSS
version 15.0 (SPSS inc. Chicago lllinois). Se considerd estadisticamente

significativo un valor de p menor de 0.05 (p< 0.05).
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VIl. Resultados.

Todos los animales sobrevivieron al tiempo de estudio. Después de realizar
las evaluaciones hemodinamica, gasométrica y radiogréfica se observé que el
DPA se desarrollo en el 100% de los grupos II, Il y IV 60 minutos después de la

administracion de AO.

1.- Hallazgos Hemodinamicos.

Los parametros hemodinamicos medidos tales como: (FC, GC, PAD, PAS,
PAM y PAPS, PAPD y PAWP) en todos los grupos permanecieron estables

durante el tiempo de estudio (Cuadros 3, 4, 5, 6).
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Cuadro 3. Resultados de la Frecuencia Cardiaca (latidos.min) en los cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo 1l Grupo IV
Minuto
0 112+15.46 120+24.48 100.2+16.06 101.8+16.45
15 115.33+13.95 144.5+49.89 116.4+13.5 93+14.31
30 118.67+£15.92 134+37.01 118+21.6 117.6+£48
45 118.17+18.33 139.83+£50.54 117.6£17.17 102.32+10.84
60 115.5+£14.25 109.33+5.27 119.8+21.32 101.4+10.9
75 119+11.41 124+19.07 117.6+18.31 108.2+11.32
90 111.67+£15.68 114.67+£18.56 119+17.86 102.4+£10.23
105 112.5£12.34 112+14.88 119+14.63 100.2+11.84
120 107.67£12.4 114.67+£23.59 122.4+16.77 100+13.47
135 111.33+£9.95 119.5+12.66 123+19.46 98+12.18
165 113+9.83 124+41.27 129+17.39 98.4+12.9
Promedios + DES. p=NS
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Cuadro 4. Resultados del Gasto Cardiaco (L. min) en todos los grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo llI Grupo IV
Minuto
0 2+0.9 1.5£0.3 1.9+0.6 1.9+0.9
15 1.9+0.5 1.1+0.2 1.7£0.5 1.1+0.2
30 2.320.9 1.2+0.3 2.2+1.3 1.5+0.8
45 2.4+0.9 1.4+0.5 2.2+1.4 1.5+0.6
60 24+1.1 1.6+0.8 2+1.5 1.5+0.7
75 2.5+0.3 1.7+0.8 2.1+1.6 1.6+0.81
90 2.5+1.3 1.7£0.7 2.1+1.8 2+1.0
105 22414 1.6+0.8 2.6x2.1 1.9+1.1
120 1.9+1.1 1.7+0.6 2.1+1.4 1.4+1.0
135 2.2+1.3 1.7£0.6 21+1.1 1.9+1
150 21+1.4 14104 21+1.1 1.84£0.7
165 2.1+1.3 1.2+04 2+1.1 1.7+0.7
Promedios + DES. p=NS
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Cuadro 5. Resultados de la Presion Arterial Media (mm Hg) en todos los grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Minuto
0 57.83+12.7 78+23.42 69+7.3 61.8+7.29
15 55+14.07 68+14.61 59.8+20.09 64.8+21.47
30 56.66+12.89 73+23.18 67.6+18.47 74.6x21.7
45 55.83+12.12 70.33+21.26 70.4+25.44 64.61£9.3
60 62.16+13.79 75.5+28.54 70.8+21.64 64.6+12.09
75 59.5+15.73 64.5+26.48 64.33+19.68 63.6+11.5
90 64.5+12.07 73.5+20.44 67.2+28.58 68.2+15.92
105 64.33+13.55 67.5+24.18 69+31.87 66.2+7.8
120 62+11.52 64.66+15.61 69+32.88 62.6+19.08
135 70.16+13.01 63£19.79 71.8+28.01 59.6+15.97
150 56.66+10.34 73+19.41 67.6+17.28 57+12.46
165 68.16+10.08 61+26.99 64.6+14.5 53.8+13.98

Promedios + DES. p=NS
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Cuadro 6. Resultados de la Presion de oclusion de Arteria Pulmonar (mm Hg) en los cuatro
grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo 1l Grupo 1l Grupo IV
Minuto
0 5.6£1.5 6.6£1.6 5.8£2.5 6.4+1.6
15 6.8+2.1 7+1.2 7.2£3.3 5.4+2.8
30 7.1+1.8 7.1+2.4 6+2.1 7.2+1.7
45 7.1+0.98 7.6x2.1 6.8+2.1 5.4+£1.5
60 7.6x1 7+1.4 6.8+2.7 6.2+2.4
75 7.3£1.7 8.3+3 5.8+2.3 6.6x£1.5
90 7.6x1.8 8.3x2.5 5.8+2.1 6.8£2.4
105 7.1+1.6 7.812.4 6.4+2.7 7.2+2.16
120 7.6x1.8 7.812.4 6.6+2.07 8.8+1.3
135 8.1+2.3 7.5£3.7 7+1.8 8.8+1.3
150 7.5%£2.4 7.6x£2.3 6.8+2.1 8.8t1.4
165 7.5+2.4 7.8£3.1 6.8+2.1 8.8+0.83

Promedios + DES. p=NS

Hemodinamicamente en los grupos Il, 1ll, se observé incremento de la PAPM
a partir de los 15 minutos posteriores a la administracion de AO rebasando los
limites de referencia, sin embargo a partir del minuto 90 se mostré incremento
importante que se mantuvo hasta el final del estudio en comparacion con el grupo
control (ANDEVA p < 0.05). Al comparar entre los grupos Il y Il esto no fue

significativo (p = NS ANDEVA). El grupo IV mostré una disminucién de la PAPM a
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partir del minuto 45 que se mantuvo hasta el final del estudio. (P = NS ANDEVA).

(Cuadro 7).

Cuadro 7. Resultados de la Presién Media de Arteria Pulmonar (mm Hg) en los cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo 1l Grupo IV
Minuto
0 12.5+2.3 12.83+1.9 12.4+4.7 12.6+2.5
15 13.33+2.5 15.66+3.3 14.446.1 13+3.2
30 13.83+1.4 15+4.4 18.2+8.8+ 13.8+2
45 14+1.7 15.16+3.3 16.6+7.2* 13.4+£2.07
60 15+2.8 17.66+6.2* 17+8.8* 14.6+£2.3
75 14.83+1.4 16.83+4.7* 16+7.3* 14.6+1.8
90 15+2.4 17.33t4.2* 15.8+7.7* 14+2.5
105 15.16£2.6 17.16+4* 17.4+8.5* 13.8£2.6
120 14.16+£2.9 17.66+3.6* 17.6+8.6* 14.8+£3.2
135 16.16+£3.1 17.33+4.2* 18+8.4* 15.4+3.2
150 14.66+3 16.66+4.5* 18.8+9.1* 15.4+3.6
165 15.33+2.5 16.16+3.9* 18.2+8.3* 15.6+3.1

Promedios * DES. *P<0.05

Las RVP también presentaron incremento significativo (p < 0.01 ANDEVA,

Dunnet) en los grupos Il y lll vs. Grupo I, a los 15 minutos posteriores a la

administracion del AO y este incremento se mantuvo hasta el final del estudio.

Cuadro 1. Al comparar entre los grupos Il y Il no se observo diferencia (p = NS,
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ANDEVA). El grupo IV tuvo un incremento a partir del minuto 15, pero a partir del
minuto 75 la PVR disminuy6 aproximandose sin alcanzar a los valores del grupo

NS ANDEVA Dunnet) vs Grupo I|. Sin embargo hubo diferencia

. (p =
estadisticamente significativa al comparar entre los grupos Il y IV a partir del

minuto 90 (p < 0.01 ANDEVA) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultado del indice de Resistencias Vasculares Pulmonares (Dinas/sec/cm5) en los

cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo 1l Grupo IV
Minutos
0 224.66+91.33 275.66+100.94 372.4+121.04 189+52.54
15 227.16+118.38 598.5+288.64* 671+329.96* 431+85.32
30 183.83+67.87 441.16+173.02* 514.2+89.03* 344.2+113.32
45 193.66+111.88 421.83+201.72 553.6+219.08* 392+201.85
60 174.5+£59.11 471.33+250.74*  492.4+120.41* 365.8+120.65
75 188.5+88.63 399.33+239.71 533+201* 279.6+98.8
90 183.33£63.14 366.83+147* 603.14+156.08* 267.6+114.07
105 221+93.08 450.16+155.13*  525.4+147.53* 233+127.03
120 234.83+114.42 395+96.75 473.2+131.04* 276+164.52
135 229.33+71.73 380.6+156.74 556.4+160.59* 236.4+106.75
150 234+94.84 482.16+280.63 514+197.78* 243+98.54
165 246.16+86.55 419.5+165.54 585.4+175.44* 252.4+101.93

Promedios * DES. *P<0.05
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Las RVS se incrementaron significativamente (p < 0.05 ANDEVA Dunnet) en

los Grupos Il y Il a partir del minuto 15 hasta el minuto 75 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Resultado del indice de Resistencias Vasculares Sistémicas (Dinas/sec/cm5) en los

cuatro grupos.

Tiempo de
evaluacion

Minuto

Testigo

Grupo |

AO

Grupo Il

Propofol

Grupo lli

L-arginina

Grupo IV

0

15

30

45

60

75

90

105

120

135

150

165

1428.66+851.6

1424.5+610.9

1197.5+505.4

1264.33+707.1

1378.83+449.8

1319.83+653.5

1516.83+827.7

1596.83+762.2

1794+700.8

1789+705.39

1962.5+920.9

1904.16+838.5

3301.6+1070.2*

4356+1996.1*

3663.16+186.5*

3504+1684.7*

3011.66+1548.4*

2785.16+1389.9*

2705+1446.3

3003+1923

2588.33+1558.8

2543.33+1284.9

2656+1391.1

2464.5+960.32

3021+911.1*

3360.8+1201.7*

2925+1819

2516.8+1151.4

2690.4+£1079.9

2666.4+1067.2*

2495.6+888

2514.83+1026.37

2286+805.27

2721.2+864.12

2498.8+772.2

2425.8+1002.5

1891.4+298.2

2978.8+1284.3

3033+1606.5

2805.2+1120.5

2788.8+877

2312.6+541.8

2136.6+212.7

2296.8+756.4

2384.8+689.6

1898.6+658.1

2498.8+644.3

1781+646.6

Promedios * DES. *P<0.05
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En los grupos I, Il 'y IV los QS/QT también se incrementaron
significativamente vs. grupo | (p < 0.05 ANDEVA, Dunnet), después de la
administracion de AO y se mantuvieron durante todo el estudio. Al comparar este
incremento de los grupos tratados con AO, se observo que los grupos Il y IV
fueron significativamente mayores que el Il a partir de los 90 minutos posteriores

a la aplicacion del AO (p < 0.05 ANDEVA, Dunnet) (cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados de los cortocirucitos QS/QT (%) en los cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo 1l Grupo IV
Minuto
0 9.83+9.7 21.3 £5-9 104 +3.8 26.4 +40.8
15 8.83+64 25.1 +23.7 254 +20.1 26.8 £39.3
30 8.33+64 23.3+23.2 30.6 £19.2 28 +34.7
45 12.83 £11.5 32.6+28.0 32.8+154 44.6 + 29.2
60 125+12.6 453+ 35.6 31+134 52.6 +24.1
75 155+124 41 +24.1 47.6 £22.2 55+ 30.5
90 155+12.1 435+ 22.0 50.4 +22.7 59+29.1
105 15+11.1 46.3 + 23.4* 52.4 +21.8* 64 + 16.6*
120 16 £ 10.0 48 + 24.1* 52.2 + 23.1* 65.8 + 16.9*
135 10+ 13.8 56.1 + 29.5* 56.16 + 25.6* 68.8 + 28.7*
150 15.1+12.0 51 £+ 24.8* 53.6 £ 25.4* 67.6 £ 11.6*
165 156+11.6 52.3+22.3* 49.2 + 29.5* 68.8 +11.9*
Promedios = DES. *P<0.05
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A partir del minuto 15 la PIM se incrementdé en los grupos II, 1l y IV

permaneciendo esta tendencia hasta los 165 minutos, pero este incremento fue

mayor en el grupo Il *p < 0.05 ANDEVA (Cuadro 11).

Cuadro 11. Resultados de la Presién Inspiratoria Maxima (cm H20) en los cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
Minuto

0 10.8+£3.7 13.5+4.3 14.4+2.7 13.6+4.3

15 10.8+4.4 16+5.3 18.6+4 15.8+2.3

30 11.3+3.3 16.6+£5.3 17.2+4.7 16.8+2.4

45 11.5+3.3 17.16+5.6 20.2+5.3 17.8+1.9

60 1143 18.1+5.5 18.8+4 19.4+4.2

75 11.1645.3 20.1+54 18.8+2.5 19.4+3.1

90 11.16+4.1 221454 19.6+£2.6 20£3.6

105 11.1+4.7 22.3+5.9 19.6+2.8 20.4+£3.5
120 11.16+4.7 23.3£5.9% 20.4+2.8* 20.6£3.5*
135 11.5+4.9 23.845.7* 20+£3* 22.2+4.6*
150 11.6+4 23.545.6* 20+3* 22.4+4.3*
165 11.8+3.9 23.6£5.9* 20+£3* 22.4+4. 3%

Promedios * DES. *P<0.05
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2. Hallazgos gasométricos

A los 15 minutos después de la administracion del AO en los grupos Il, 1ll'y
IV la PaO, disminuy6 por debajo de sus valores basales en comparacién con el

grupo | y permanecioé durante todo el estudio. Sin embargo la PaO, fue menor en

el grupo lll'y IV que en el 1l (p<0.01 ANDEVA) al final del estudio (Cuadro 12).

Cuadro 12. Resultados de la Presion de oxigeno arterial (mmHg) de los cuatro grupos.

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo Il Grupo lll Grupo IV
Minuto
0 342.66+42.6 349.97+79.58 343.2+43.48 383.2+89.1
15 357.66+135.83 299.66+6.2 225+106.72 335.2+180.1
30 375.33+138.44 240.68+20.94* 163.6+£80.92* 303.2+168.4*
45 378.16+129.97 195.91+47.63* 121.6+£67.35** 158+139.61**
60 376.66+124.43 147.11+60.79** 113.8+62.09** 101+£90.37**
75 380.33+128.97 132.66+44.43* 91.4+72.13** 73+89.1**
90 373.5+66.88 99.28+45.43** 85.2+59.39** 51.6+18.02**
105 363.83+£72.56 100.4+37.03** 73.2439.76** 50.8+16.08**
120 363.6+63.35 91.5+27.7** 82+65.13* 45.6+16.27**
135 371.33+46.65 82.75+50.61** 88+73.44* 45.6+13.27**
150 376.83+32.03 74+54.89** 86174.92** 46.8+12.31**
165 372+35.23 76.35+51.21** 104.8+8.24** 47.8+13.95**

Promedios + DES. *P<0.05, **P<0.01
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No hubo diferencias estadisticamente significativas en el pH, PaCO, (p = NS

ANDEVA) en todos los grupos de estudio (Cuadro 13).

Cuadro 13. Resultados del

pH arterial en los cuatro grupos.

Claudia Hernandez Jiménez

Tiempo de Testigo AO Propofol L-arginina
evaluacion Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
Minuto

0 7.38+0.06 7.37+0.09 7.41+0.03 7.45%0.08

15 7.36x0.07 7.35+0.06 7.35+0.1 7.45%0.07

30 7.35+0.086 7.31+0.094 7.31+0.096 7.43+0.061

45 7.34+0.07 7.28+0.082 7.31+0.084 7.42+0.073

60 7.33+0.07 7.25%0.08 7.35+0.12 7.43+0.071

75 7.3+0.089 7.26x0.082 7.28+0.055 7.41+0.085

90 7.3+£0.092 7.26+0.082 7.28+0.041 7.37+0.041

105 7.3+0.057 7.25+0.065 7.27+0.035 7.36+0.042
120 7.31+0.06 7.25+0.062 7.27+0.039 7.35+0.049
135 7.3+0.065 7.23+0.068 7.28+0.048 7.34+0.063
150 7.3+0.067 7.24+0.079 7.28+0.043 7.32+0.086
165 7.3+0.068 7.21+0.087 7.28+0.04 7.32+0.083

Promedios + DES. p=NS
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3. Hallazgos radiologicos.

En ningun animal del grupo | (0%) se observaron cambios radiolégicos. A los
60 minutos del estudio, el 100% de los animales de los grupos que recibieron AO
mostraron opacidades alveolares periféricas bilaterales difusas y asimétricas con
broncograma aéreo, aunque en los grupos Il y IV el grado de estas fue grado 3 a
diferencia del grupo Il en que fueron grado 2 (p < 0.01, Kruskal Wallis). Mientras
que a los 150 minutos en todos los grupos I, 1l y IV estas opacidades fueron

grado 4 (Figura 12a y 12b).
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Evaluacion Radiografica

165 Minu

tos

Figura 12a. Fotografias que muestran estudios radiograficos simples de térax en proyeccion

Ventro Dorsal, basal y al minuto 165 de los grupos de estudio | y II.
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Figura 12b. Fotografias que muestran estudios radiograficos simples de térax en proyeccion

Ventro- Dorsal, basal y al minuto 165 de los grupos de estudio Il y IV.
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4. Macroscépicos.

Macroscopicamente todos los animales del grupo | mostraron apariencia
normal, mientras que en los grupos I, lll y IV en todos los casos se observaron
pulmones edematosos de mayor peso que los del grupo I, con zonas
consolidadas y hemorragicas, principalmente en los I6bulos caudales. La traquea
y los bronquios presentaron espuma hemorragica de moderada a abundante.

(Figura 13)
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Figura 13. Fotografias que muestran: A) el pulmén izquierdo ventilado de un animal del grupo IV.
Presenta zonas hemorragicas en los bordes pulmonares (flechas) y B) los pulmones de animal

del grupo Il, con edema (Espuma), atelectasia, y hemorragia (flechas).

5. Hallazgos Microscopicos

Histologicamente el grupo | se observo normal. El grupo Il desarrollo colapso
alveolar grado 2, edema alveolar grado 3, hemorragia grado 1, infiltracion

leucocitaria grado 3, microtrombos grado 2. Mientras que en el grupo Ill se
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observé; colapso alveolar grado 1; edema alveolar grado 2, hemorragia grado 3,
infiltracion leucocitaria grado 0. El grupo IV present6é colapso alveolar grado 2,
edema Grado 2, Hemorragia Grado 1, Infiltracion de PMN Grado 2, Microtrombos

1. (Figuras 14ay 14b y Cuadro 14).

‘\/ b/
A B

—
C D

Figura 14a. Micrografias de tejido pulmonar (H&E): A) Histologia Pulmonar Normal 10x (Grado 1),
B) Colapso alveolar pulmonar en el grupo AO 10x, infiltrado leve de leucocitos y congestion
intersticial (Grado 2); a) Lumen alveolar, b) Infiltrado inflamatorio, C) Hemorragia leve (Grado 2) en

al grupo AO 40x. D) Congestion (Flecha) e infiltrado intersticial leve.
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G H

Figura 14b. Micrografias de tejido pulmonar (H&E): E) Edema Alveolar 40X, F) Colapso alveolar y

Congestion 10X, G) Destruccién de arquitectura pulmonar 40X, H) Trombo en formacion 10x.
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Cuadro 14. Muestra medianas de todos los grupos.

GRUPO | GRUPO I GRUPO Il GRUPO IV L-
TESTIGO AO PROPOFOL  ARGININA
Colapso alveolar 0 2 1 2
Edema Alveolar 0 3 2 2
Hemorragia 0 1 3 1
Infiltracion
0 3 0 2
PMNs
Microtrombos 0 2 0 1
Membranas
0 2 1 2
hialinas
Congestién 0 3 2 2

6.- Hallazgos Gravimétricos

Al valorar el peso de los pulmones de los 4 grupos de estudio se observd
que los del grupo II, Ill y IV mostraron mayor peso (127.17 + 32.34, 127.36 *
29.91 g y 107+29.06) respectivamente en comparaciéon con el grupo | (42.08 *
13.26 g) (p < 0.01 ANDEVA Dunnet). Sin embargo el Grupo IV presenté menor

peso que los grupos Il y Il (Figura 15).
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Peso himedo

200 -

150 - T @ Testigo
(%]
° l i mAO
£ 100 - i
& 0O Propofol

50 T O L-arginina
1
0 |
Testigo AO Propofol L-arginina

Grupos

Figura 15. Grafica que muestra el peso himedo de los pulmones de todos los grupos p<0.05

ANDEVA.

7. Hallazgos inmunohistoquimicos

El andlisis inmunohistoquimico revel6 que el 33% de los animales
expresaron endotelina 1 (ET-1) en el grupo | Grado 1. En el 83.33% de las
muestras de tejido pulmonar de los animales del grupo Il mostraron expresion
para ET-1 Grado 3. Mientras que en el grupo lll y IV el 100% de las muestras

mostraron expresion de ET-1, Grado 1. (Figura 16)
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Figura 16. Micrografias de tejido pulmonar (Inmunohistoquimica) que muestran: A) Expresién de
Endotelina 1 en epitelio bronquial 40X (Flecha), en un animal del grupo testigo; B) Expresién de
Endotelina 1 en glandulas peribronquiales 10 X y 40X en un animal del grupo AO; C) Expresion
de Endotelina 1 en endotelio vascular en un animal del grupo propofol 40x y D) Ausencia de

expresién de Endotelina 1 en un animal del grupo L arginina 10X.
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En todos los casos la expresion de ET-1 se observé en los bronquiolos,
células epiteliales alveolares y vasos sanguineos y se presento un patron:
citoplasmatico difuso. Sin embargo el mayor grado de expresion fue en primer
lugar en los bronquiolos, seguido por células epiteliales alveolares y finalmente
en el endotelio vascular de los vasos bronquiales.

Con respecto a la expresion ETg, en el 100% de las muestras de los grupos
I 'y Il fueron positivas en el tejido pulmonar, sin embargo el grupo | la expresion
fue Grado 1 mientras que el grupo Il fue Grado 3; en el grupo Il solo el 60% de
las muestras estudiadas lo expresaron Grado 1y el grupo IV solo presentd el

16.66% de expresion Grado 1(p = NS) (Figuras 17ay 17b).
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Testigo Ry

AO Ry Sin Ac primario

Figura 17a. Microfotografia de tejido pulmonar (Inmunohistoquimica) de ETg. A) Expresion de
ETg en bronquio 10x en un animal del grupo testigo, a) ausencia de expresion en tejido pulmonar
en grupo testigo; B) Expresién de ETg en bronquio 10x en el grupo AO; b) Lumen bronquial, c)
tejido bronquial sin anticuerpo primario, utilizado como control; d) Expresién ETg, en bronquio

40x.
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Figura 17b. Micrografias de tejido pulmonar (inmunohistoquimica): A) y C) Ausencia de
expresion en epitelio bronquial 10x en un animal del grupo propofol; B) Expresién de ETg en
epiltelio bronquial 40x, grado 1 (flechas); D) Expresion de ETg en epitelio bronquial 40x en un
animal del grupo L-arginina, grado 1 (flechas); E) Ausencia de expresién de ETg en epitelio

alveolar 10x en un animal del grupo L-arginina.
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VIII. Discusion

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de la administracion de
propofol y L-arginina, sobre los cambios hemodinamicos, gasométricos,
radiograficos, microscopicos e inmunohistoquimicos durante el DPA inducido
por acido oleico en perros. Se incluyo un grupo testigo en el que se demostro la
estabilidad de todos los parametros valorados durante el periodo de duracién del
estudio.

Para esto se eligio el modelo de DPA inducido por AO, porque es uno de los
modelos mas utilizados debido a que tiene muchas similitudes patolégicas que
se presentan en el humano. Estas son la presencia de una fase exudativa,
proliferativa, fibrética, la reaccion inflamatoria, el secuestro de células
circulantes, el incremento en la permeabilidad alveolar y la hipertension
pulmonar (1, 87, 88).

Debido a que no existe un modelo estandarizado para la produccion de DPA
con AO en este estudio la técnica empleada fue similar a la descrita por
Trawoger (90). Con el modelo descrito se pudo establecer en todos los grupos el
mismo grado de severidad del dafio y sus consecuencias patoldgicas
cumpliendo con los lineamientos para establecer el diagnéstico segun lo

establece el Consenso Europeo-Americano (5).
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El dafio pulmonar inducido por &cido oleico incrementa la permeabilidad
vascular pulmonar, originando acumulacion extravascular de agua, alteracion del
tono vascular pulmonar, trabajo cardiaco y alteracion de las funciones
pulmonares lo que provoca cambios hemodinamicos (96, 97, 98, 99). Algunos
autores reportan disminucion del indice cardiaco (20-40%) después del AO, (96,
100) aunque pueden haber cambios no significativos, ya que la hemodinamia
esta influenciada por diversos factores como la técnica anestésica, el manejo de
liquidos durante el experimento, el manejo de la acidosis y del ventilador, el
grado de hipoxia, la falla ventricular derecha secundaria a hipertension pulmonar
o depresion de la contractibilidad del miocardio.

Hemodinamicamente en este trabajo el incremento en la PMAP a los 15
minutos posteriores a la administracion de AO en los grupos con lesién pulmonar
fue ocasionado porque la inyeccidon intravenosa de este acido graso origina
lesion endotelial, inflamacion y dafio al parénquima pulmonar, pero el
incremento importante mostrado a los 90 minutos posiblemente fue provocado
por los cambios en la permeabilidad vascular pulmonar y a la presencia de
edema pulmonar como lo describe Pagnamenta A y col. (101). Sin embargo, la
administracion del propofol no disminuyé los cambios en la PMAP a diferencia
de otros estudios como los realizados por Taniguchi (102), Takao (103), y Chen
(104), que mencionan que éste farmaco atenua los cambios hemodinamicos y
el edema pulmonar tanto en los modelos animales de DPA inducido por AO

como en DPA por endotoxemia. Las observaciones en este estudio son

98
Claudia Hernandez Jiménez




Discusion

contradictorias con estos articulos. La razon de esta discrepancia entre estos
reportes, puede ser derivada del uso de diferentes metodologias.

El incremento de la PVR en los grupos Il y lll fue debido a que el DPA
producido por el AO provoca hipoxia y alteracién del tono vascular como se ha
descrito en otros estudios (105, 106, 107), por lo que en este estudio al
relacionar estos hallazgos con el incremento la PMAP, estudio gasométrico y la
expresion de ET-1 sugiere que el propofol no evita o atenta hipoxia producida
por el AO.

En el presente estudio, la administracion exogena de L-arginina atenud
significativamente el incremento de las resistencias vasculares. La L-arginina es
un regulador critico de la produccion de ON endotelial vascular, este aminoacido
exclusivo precursor del ON endogeno es transportado dentro de las células del
endotelio vascular pulmonar, pero en ausencia de lesion vascular, la L-arginina
usualmente no afecta la producciéon de ON (108). Por lo que una vez que se
reconocio la importancia de L-arginina en la produccion de ON en estados de
lesion vascular, diversos investigadores han mostrado que la administracion
exdgena de L-arginina atenua la disfuncion vasomotora en varios modelos de
lesion vascular. Nakanishi (109) demostré que el tratamiento con L-arginina
intracoronaria durante la reperfusion mejor6é la disfuncion endotelial
disminuyendo el tamafio del infarto en perros. En un modelo porcino de sepsis,
la administracion de L-arginina bajo la presion arterial pulmonar y las
resistencias vasculares pulmonares (110) Girerd (111) demostré6 que la

administracion de L-arginina normaliza la vasorelajacion dependiente del
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endotelio en vasos de conejo. En un modelo de hipertensién utilizando ratas
Chen y Sanders (112) demostraron que la administracion de L-arginina
incrementd la produccion de ON y disminuyé la hipertension sistémica. Todos
estos estudios demuestran que la administracion de L-arginina reestablece la
produccion de ON endotelial en patologias en las cuales se encuentra
disminuida.

El incremento en los cortocircuitos de los grupos II, Il y IV confirmo la
existencia de areas mal ventiladas por la presencia de edema, hemorragia y
colapso alveolar, las cuales evitan el intercambio gaseoso.

Sin embargo el empeoramiento de los Qs/Qt en el grupo IV comparado con
el grupo 1l sugiere que durante la hipoxemia secundaria al DPA, el ON liberado
desde la célula endotelial atenud la vasoconstriccion pulmonar hipoxica (VPH).
Sprague (113) observo que después de la administracion de inhibidores del ON
endogeno, mejoraba el intercambio gaseoso con redistribucion del intercambio
gaseoso desde zonas hipoxicas a areas bien ventiladas. Estos resultados
sugieren que el ON enddégeno inhibe la VPH y agrava la relacion
ventilacion/perfusion manteniendo el flujo sanguineo en regiones pobremente
oxigenadas. La potenciacion de la VPH por el ON se ha demostrado en
diferentes modelos de alteracion de la relacion ventilacion/perfusion
intrapulmonar como la lesion pulmonar por acido oleico (114). Por otra parte, la
eficacia del ON depende del grado de alteracion de la relacion

ventilacion/perfusion predominante, siendo mayor en presencia de shunt. Si el
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ON accede y vasodilata areas con baja relacion ventilacion perfusion, la PaO,
puede aumentar, disminuir o no modificarse en absoluto (115).

En este trabajo la presencia de opacidades en el parénquima pulmonar con
broncogramas aéreos relacionados con edema pulmonar agudo después de
producir el DPA en los grupos Il, 1l y IV, coinciden con los descritos por Scillia P
y col (114), Zhou Z (116) que produjeron DPA experimental. Los hallazgos en el
grupo lll, sugieren que el propofol no atenuo los efectos producidos en el DPA
por AO a diferencia de lo reportado por otros autores (117, 118).

La valoracion de los gases y equilibrio acido base demostré que el AO altero
la membrana alveolo capilar en los grupos II, lll y IV ya que disminuyo la PaO,,
el pH e incremento la PaCO; a causa del edema pulmonar relacionandose con
los hallazgos radiolégicos y hemodinamicos, sin embargo los resultados en este
estudio no coinciden con los reportados en la literatura que mencionan que el
pretratamiento con propofol mejora la oxigenacion (119).

En la valoracibn macroscopica los hallazgos fueron iguales a los descritos
por Miyazawa y col. (120) quienes en un modelo de DPA, a las dos horas
postadministracion del, AO observaron edema que incrementé de 2 a 3 veces el
tamafno de los pulmones normales asi como la presencia de hemorragia en las
zonas afectadas y la presencia de espuma sanguinolenta moderada en traquea
y coincide por lo reportado por Schuster (121) y Wang (122).

En este estudio el incremento en el peso pulmonar del I1ll indica que el

propofol no reduce la lesién alveolo capilar y la formacién de edema pulmonar
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producido por alteracion de la permeabilidad vascular, como lo reporta Hyun
(123) quien evaluo los efectos del propofol en DPA en conejos.

Sin embargo la disminucion en el peso de los pulmones del grupo IV
demuestra que la administracion aguda de L-arginina protege los pulmones del
incremento en la permeabilidad durante la lesion por acido oleico. Hinder (124)
utilizé un modelo de sepsis para demostrar que la inhalacion de ON puede
proteger del edema pulmonar asociado con sepsis. Mundy y Dorrington (125)
demostraron en pulmones de conejo que la inhibicidn en la sintesis de ON
aumentaba la formacion de edema pulmonar. Se sabe ademas que el ON
participa en la regulacion del flujo sanguineo en un gran niumero de especies y
lechos vasculares siendo capaz de cambiar la presion de la microvasculatura
que deriva en la formacion de edema, aunque también tiene un papel importante
en el mantenimiento del balance del liquido pulmonar independientemente del
efecto sobre la presion vascular. (Mundy 126). EI ON también protege los
pulmones lesionados del incrementd en la permeabilidad en diversas especies.
El ON inhalado en pulmones aislados de conejo disminuyé la permeabilidad
vascular causada por peroxido de hidrogeno (126). En pulmones de rata la
inhibicion de la INOS por L-NAME (Nitro — L-arginina metil ester) durante
hiperoxia potenciaron la lesion (127). Moore (128) demostro que el ON previno el
dafio a la microvasculatura (medido por incremento en la permeabilidad)
después de dafo por isquemia-reperfusion en los pulmones de cerdos de
guinea. ElI mecanismo por el cual el ON estabiliza la permeabilidad

microvascular todavia no es muy clara. Se sabe del efecto directo e indirecto del
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ON sobre el endotelio y epitelio. El cual puede actuar directamente sobre las
uniones intercelulares por estimulacion de GMPc (Guanosin monofosfato ciclico)
el cual causa relajacion celular. Y hay evidencia de que esto puede estrechar las
uniones intercelulares y disminuir la permeabilidad (129). Alternativa o
adicionalmente el ON tiende a estabilizar los mastocitos y estas células estan
asociadas a la liberacion de mediadores como la histamina que incrementan la
permeabilidad vascular.

La presencia de infiltrado leucocitario en el grupo 1l revel6 que el AO produce
lesion endotelial y dafio al parénquima pulmonar similar a la fase exudativa de
SDRA como lo describié Beilman (87).

En este estudio se demostré que el propofol evita la activacion leucocitaria
como lo reportaron Hofbauer (75) y Chen (86). Taniguchi mostré0 que la
administracion de propofol en un modelo de ratas endotoxémicas inhibio la
infiltracion de neutrofilos en el pulmon, debido a los efectos inhibitorios del
propofol sobre la liberacion de FNT e interleucina- 6. Estos experimentos
utilizaron dosis de 10mg/kg/hr. Otros investigadores han reportado la inhibicion
de las funciones de los neutrofilos por el propofol in Vitro. Mikawa mostro que el
propofol inhibe la fagocitosis y la produccidon de especies reactivas al oxigeno
por los neutroéfilos. Nuestros hallazgos confirman que in vivo el propofol reduce
la infiltracion de neutrofilos en perros en DPA inducido por acido oleico. A pesar
del potencial efecto benéfico del propofol como agente antiinflamatorio en el
presente estudio no se presentd mejoria en la PaO, comparada con el grupo Il.

La probable razon a estos hallazgos es que usamos FiO2 de 1 y el tiempo de
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evaluacion fue muy corto. Otra importante causa podria ser la dosis utilizada, en
este estudio fue de 10mg/kg/hr, sin embargo Chu chia- Hsiang (85) utilizando un
modelo de DPA en ratas inducido por endotoxemia utilizo propofol a dosis de 30
y 60mg/kg/hr y demostré que se atenuo el DPA evaluado por cambios en la
relacion peso humedo peso seco, ON exhalado, permeabilidad microvascular e
histologia pulmonar, sin embargo las altas dosis de profofol provocaron
alteraciones hemodinamicas. La hemorragia severa que se presento en el grupo
Il demuestra que el propofol evita la agregacion plaquetaria y este efecto se ha
relacionado con la inhibicion en la sintesis del tromboxano plaquetario (Tx Az) y
el incremento en la sintesis de ON leucocitario como lo demuestran diversos
reportes (77 ,130,131) conduciendo al mayor deterioro observado en el grupo Il
debido a que el propofol promoviéo un estado hemorragico pulmonar que a su
vez disminuyé la PaO, y aumentd los QS/QT, ocasionando una mayor
repercusion clinica.

El grupo IV demostré que la administracion exdégena de L-arginina antes del
desarrollo de DPA atenua el infiltrado leucocitario asociado a lesion vascular,
como ha sido previamente reportado (132). Muchos investigadores han
demostrado la importancia del ON derivado del endotelio como un importante
mecanismo de defensa que protege el endotelio de la lesion mediada por
neutréfilos. Usando anillos de arteria coronaria de gato sujetos a isquemia-
reperfusion, Lefer, Ma (133) y Ma (134) encontraron una asociacion entre la
disminucién de la produccién basal de ON y el desarrollo de vasoconstriccion

patolégica después de la lesion vascular. Carey (135) y Siegfried (136) también
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demostraron atenuacién de la disfuncion del endotelio vascular después de
isquemia — reperfusion usando donadores de ON. Kubes (137) reportd
incremento en la adhesion de leucocitos en arteria mesentérica felina después
de la administracion de inhibidores de la produccion de ON (N-nitro L-arginina
metil ester y N-monometil- L- arginina), sugiriendo que el ON derivado del
endotelio puede ser un importante modulador en la adherencia de leucocitos. El
ON inhalado también ha mostrado que previene la acumulaciéon de neutrofilos en
el pulmén en DPA producido por isquemia- reperfusion mesentérica. Los
resultados en el presente estudio demuestran que la administracion exdgena de

L-arginina previene la acumulaciéon de neutrofilos asociada con DPA.

La presencia de ET-1 y ETg en el grupo | se explica porque la ET-1 es
sintetizada por diferentes tipos celulares y no soélo por células endoteliales. La
ET-1 actia sobre musculo liso de arterias pulmonares y bronquiales asi como
también en bronquios y parénquima pulmonar. Estas areas anatomicas fueron
revisadas por Barnes (138) y Guembe (139) 38 quienes confirmaron la presencia
de ET-1 y ET-3 y sus precursores en el epitelio celular y glandulas
submucosales normales.

El dafio pulmonar agudo experimental por diferentes causas provoca un
incrementd en la circulacion de ET-1. (140) Simmet y col (141). Demostraron en
un modelo de DPA inducido por AO incremento en los niveles plasmaticos de
ET-1 a partir del minuto 15 pos DPA. EIl incremento de ET-1 también esta

relacionado con el incremento en la presion arterial y disminucion de la relacion
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PaO,/FiO,, mientras que la mejoria clinica correlaciona con la disminucion de
los niveles de ET-1 (142, 143). Por otra parte la ET-1 estd también
incrementada en pacientes con SDRA, pero no esta claro si hay un incremento
en la sintesis pulmonar o una disminucién en la depuracion. En pacientes que
murieron por SDRA también se encontr0 un incremento en la expresion
inmunohistoquimica de ET-1 en el endotelio vascular, musculo liso, epitelio de la
via aérea 'y macréfagos alveolares comparados con pulmones de pacientes que
no murieron por SDRA. Interesantemente estos mismos pacientes tuvieron una
disminucién en la expresion por inmunohistoquimica de eNOS e INOS en el
pulmén (144). EI SDRA también se caracteriza por la presencia de células
inflamatorias en el pulmén, Aunque la ET-1 puede actuar como un modulador
inmune, un incremento en la ET-1 puede contribuir al dafio pulmonar por inducir
la expresion de citocinas incluyendo el factor de necrosis tumoral, IL-6 e IL-8.
Estas citocinas a su vez estimulan la produccion de otros mediadores
inflamatorios lo que conduce a agravar el dafio pulmonar. La ET-1
adicionalmente activa los neutrofilos atrapados en el pulmén y aumenta su
migracion (145). Recientemente Guimaraes (146) mostré que el DPA inducido
por AO activa al sistema endotelina, via activacién de receptores ETB, lo cual
conduce a la infiltracion de neutréfilos circulantes y al aumento de la
permeabilidad vascular alveolar.

Otra caracteristica del DPA es la disrupcion y disfuncion del endotelio
vascular pulmonar lo cual lleva a la acumulacion de agua en el pulmon. El papel

de la endotelina en la formacion del edema es incierto. La infusiéon de ET-1
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aumenta la presion de la vasculatura pulmonar pero no se sabe si la ET-1 por si
misma incrementa la proteina pulmonar o el transporte de liquido en el pulmén
(147).

En el grupo Il que presentd un incremento significativo en las RVP la
expresion fue mayor y coincide con lo descrito por Galié (39). La ET-1 tiene un
papel importante en el desarrollo de la vasoconstriccion a través de diferentes
mecanismos. Primero el lecho vascular es muy sensible a los efectos
vasoconstrictores de la ET-1. Segundo la infusion de ET-1 aumenta las
resistencias vasculares en perros. Tercero la ET-1 potencia el efecto
vasoconstrictor de la activacion simpatica y su mismo efecto vasoconstrictor esta
potenciado por una disminucion en la sintesis de ON.

El presente estudio muestra evidencia del incremento en la expresion de ET-

1y ETg en el DPA inducido por acido oleico en el perro.
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IX. Conclusiones

La infusion de Acido Oleico (0.09ml/kg) resulté en la formacion dafio
pulmonar agudo con hipoxemia sostenida e hipertension pulmonar.

Se desarroll6 incremento en la permeabilidad endotelial con acumulacién de
liquido en el espacio alveolar.

Comprobamos que el modelo de DPA inducido por AO causé cambios
histol6gicos similares a los de la fase exudativa de ARDS.

Las caracteristicas de la fase exudativa incluyen edema intraalveolar,
hemorragia, leucoaglutinaciones y trombos de fibrina.

La infusion de AO promovié la disfuncién endotelial pulmonar, originando
sobreexpresion de ET-1y ETg.

El pretratamiento con propofol promovio la presencia de hemorragia alveolar
e intersticial.

En el pretratamiento con Propofol disminuyd histolégicamente la presencia
de infiltrado inflamatorio.

La administracion de L-arginina disminuyé el edema pulmonar vy

probablemente inhibi6 el fendmeno de vasoconstriccion hipoxica pulmonar.
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