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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

AP: Altas presiones

ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome): Sindrome de distress respiratorio
agudo

AV: Altos volumenes

BAL (Bronchoalveolar Lavage): Lavado broncoalveolar

BP: Bajas presiones

BV: Bajos volumenes

C: Distensibilidad toracopulmonar

°C: Grados Celsius

cmH20: Centimetros de agua

COz2: Di6xido de carbono

CPAP (Continous Positive Airway Pressure): Presion positiva continua en la via aérea
CRF: Capacidad residual funcional

Curva P-V: Curva presion-volumen

DAD: Dario alveolar difuso

DE: Desviacion estandar

DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina

ELISA (Enzimed-Link InmunoSorbent Assay): Ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas

EVLW (ExtraVascular Lung Water): Agua extravascular pulmonar

F: Flujo inspiratorio

FC basal: Frecuencia cardiaca basal

FC 60MIN: Frecuencia cardiaca a los 60 minutos

FC 120MIN: Frecuencia cardiaca a los 120 minutos

FC 180MIN: Frecuencia cardiaca a los 180 minutos

FC 240MIN: Frecuencia cardiaca a los 240 minutos

FiO.: Fraccion inspirada de oxigeno
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gr: Gramos

h: Horas

HALI (Hyperoxic Acute Lung Injury): Lesion pulmonar asociada a la hiperoxia
HCQOS3-: Bicarbonato

HE: Hematoxilina-eosina

HVZP (High Volume and Zero PEEP): Alto Volumen tidal y sin PEEP

IC: Intervalo de confianza

IFN: Interferon

IL: Interleuquina

i.p.: intraperitoneal

Kg: Kilogramo

LPA: Lesion pulmonar aguda

Ipm.: Latidos por minuto

m?: Metro cuadrado

MA: Massachussetts

MIP: Proteina inflamatoria de los macréfagos

pm: Micra

mmHg: Milimetros de mercurio

ml: Mililitros

MPx: Mieloperoxidasa

MVHP (Moderate Volume and High PEEP): Moderado Volumen tidal y PEEP alta
MVZP (Moderate Volume and Zero PEEP): Moderado Volumen tidal y sin PEEP
NF-kB (Nuclear Factor Kappa-light chain enhancer of activates B cells): Factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

nM: Nanometro

NO: Oxido nitrico

0O,: Oxigeno
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PaO./FiO,: Relacién entre la presion parcial de oxigeno y la fraccion inspiratoria de
oxigeno

PAS: Acido peryédico

PE: Propiedades elasticas

PEEP (Positive End-Expiratory Pressure): Presion positiva al final de la espiracion
PI: Presion de insuflacion

PII: Punto de inflexion inferior

PIP: Presion inspiratoria pico

PIS: Punto de inflexion superior

PMC: Punto de maxima curvatura

PMN: Polimorfonucleares

Pmus: Presion generada por los musculos respiratorios

PaCOz: Presion parcial de didéxido de carbono

PaO.: Presion parcial de oxigeno

Ppico: Presién pico de la via aérea

Pplat: Presion plateau

PR: Propiedades resistivas

Pvent: Presion generada por el ventilador

R: Resistencia en la via aérea

ROS (Reactive Oxygen Species): Especies reactivas del oxigeno
rpm.: Respiraciones por minuto

Rx. de térax: Radiografia de térax

SatO,: Saturacion periférica de oxigeno

SIMV: Ventilacion mandatoria intermitente sincronizada

SDRA: Sindrome de distress respiratorio agudo

Sig: Significacién estadistica

SOD: Superoéxido dismutasa

TAC: Tomografia axial computarizada
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Abreviaturas

TNF: Factor de necrosis tumoral

TTF-1: Factor de transcripcion tiroideo

Tx: Texas

UK (United Kingdom): Reino Unido

USA (United States of America). Estados Unidos de América

VALLI (Ventilador Associated Lung Injury): Lesion pulmonar asociada a la ventilaciéon
mecanica

VILI (Ventilator Induced Lung Injury): Lesién pulmonar inducida por la ventilacion
mecanica

VM: Ventilacion mecanica

VT: Volumen tidal o volumen corriente

W/D: Wet/Dry
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Introduccion

4.1 BREVE HISTORIA DE LA VENTILACION MECANICA MODERNA

“iNo quisiera dramatizar sobre como estaban las cosas a mediados de agosto de 1952,
pero realmente estabamos desesperados! Casi todos nuestros pacientes con

poliomielitis bulbar fallecian.”

Esta sentencia de HC Lassen (Lassen 1953) refleja con mucho acierto la
situacioén vivida en Dinamarca durante la epidemia de poliomielitis de 1952 que contaba
con unas cifras de mortalidad en torno al 85% de los pacientes. Por esta razén, Lassen
decide ponerse en contacto con Bjorn Ibsen, anestesiologo del Hospital de Blegdam
quien, gracias a sus conocimientos sobre ventilacion mecanica con presion positiva,
practica empleada en aquella época solo en los quiréfanos, comienza a aplicarla a los
pacientes con poliomielitis. Este hecho podemos considerarlo como uno de los
numerosos hitos dentro de la historia universal de la medicina, a la par que ilustra como
la uniéon de métodos no convencionales (para la época) y soluciones tomadas de forma
improvisada, justificadas solo por los acontecimientos, pueden cambiar el curso de la

historia.

El 27 de agosto de 1952, Ibsen (Foto 11) puso en practica sus habilidades clinicas
en la paciente Vivi E, una nifa de 12 afios con fallo respiratorio grave a la que ventilé a
través de una traqueotomia por la que no introdujo una canula, sino un tubo
endotraqueal con neumotaponamiento. Empled un sistema manual (Figura 11) porque
no tenia claro que los circuitos respiratorios suministraran la suficiente ventilacion.
Regularmente aspiraba las secreciones respiratorias de la paciente y, ocasionalmente,
la sedaba para revertir los cuadros de broncospasmo. Ibsen continué ventilando

manualmente a la nifia hasta que, finalmente se recupero (Ibsen 1954).
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Figura 1. Equipo utilizado para la ventilacién manual. La parte superior del tubo endotraqueal,
tiene un brazo lateral (1) conectado a un contenedor con cal sodada (canister de Waters) (2)
desde el cual un tubo de goma (3) conecta con una bombona que contiene partes iguales de
oxigeno y nitrégeno (4). Una bolsa de goma esta situada al final del canister (5) y una valvula en
el otro extremo para permitir regular la presion del sistema (6). Un humidificador es importante

para disminuir la densidad de las secreciones (7).
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A partir de ese momento, debido al nimero de pacientes afectados en esta
epidemia y para permitir la ventilacion de los enfermos, se recluta, entre estudiantes de
medicina y enfermeras, a mas de 1500 personas, quienes dia y noche asisten
manualmente a los pacientes (Foto 12). Durante la primavera de 1953, ventilaron a mas
de 250 pacientes durante mas de 165.000 horas. El método ideado por Ibsen redujo la
mortalidad para situarla por debajo del 15%. Esta fue la primera vez en que la ventilacion
mecanica se utilizé para pacientes fuera de quiréfano. Segun palabras de Ibsen, “lo que
hicimos fue solo aplicar los principios y técnicas que utilizabamos en quiréfano para las

enfermedades médicas” (Berthelsen y cols. 2003).

Foto 12. Paciente ventilada manualmente con el sistema mostrado en la figura 11.

Cuatro siglos antes de estos hechos, podemos encontrar los primeros
experimentos en ventilacién mecanica realizados por Paracelso (1493-1541. Figura 12)
y por Andrea Vesalio (1514-1564. Figura 13). El primero, en la que se considera la
primera experiencia con ventilacién mecanica, intenté reanimar a un paciente colocando
un tubo en la boca e insuflando aire a través de él (Davis y cols. 2000). El segundo,

introdujo aire con un fuelle dentro de la traquea de un perro y llegd a la conclusion de
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que ‘la vida puede ser restaurada al animal, efectuando una apertura en la traquea,
colocando un tubo de junco o mimbre, e insuflando en él, para que los pulmones puedan

levantarse nuevamente y tomar aire” (Vesalius 1543).

DREAT VESALIV MVXELLE.NJ’J’J
MATOWCOM FACILE
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Figura 12. Paracelso. Figura I3. Andrea Vesalio.

Los siglos posteriores fueron dedicados a la experimentacion de esta técnica en
animales, destacando al britanico Robert Hooke (Hooke 1667) y posteriormente a los

fisiblogos J. Hunter y C. Kite (1776y 1779).

En 1827, Leroyd'Etoille, utilizd la ventilacion a través de fuelles para tratar a
victimas de ahogamiento. Sin embargo, tras describirse una alta tasa de neumotérax a
tensién al emplear esta técnica, el entusiasmo inicial fue sustituido por un largo silencio

(Lee W y cols.2001).

No sera hasta la segunda mitad del siglo XIX cuando el pediatra norteamericano
Joseph O'Dwyer y el cirujano George Fell inventaran lo que podria considerarse como

el primer ventilador a presion positiva, el cual, accionado con el pie (Figura 14), permitio
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realizar numerosas intervenciones quirurgicas en los afos sucesivos (Goerig y cols.
1988), como las realizadas por el cirujano toracico Rudolph Matas (Foto 13), de origen
catalan pero afincado en Nueva Orleans, en las que ademas utilizé la intubacion

endotraqueal realizada con palpaciéon (Matas 1902).

Figura 14. Aparato de Fell-O’'Dwyer. Foto 13. Rudolph Matas (1860-1957).

Estos experimentos y primeros usos de la presidon positiva sirvieron para que
Heinrich Drager (1847-1917) crease el que probablemente sea el primer aparato que
generaba ventilacion positiva, el Pulmotor (Foto 14). En esas fechas estaban también en
circulacion un tipo de ventiladores a presion negativa que posibilitaban la ventilacion,
como el denominado “pulmén de acero” (Foto 15) desarrollado en 1928 por Philip Dinker
(1894-1972), que fue ampliamente utilizado en EEUU durante las epidemias de
poliomielitis de la década de los afos 40 del siglo XX (Dinker y cols. 1928). En el “pulmon
de acero”, para facilitar la respiracion, la cabeza del paciente quedaba fuera del aparato
y se podia aplicar sobre el cuerpo y de forma intermitente, presiones negativas. Sin
embargo, estos aparatos tenian muchas dificultades para utilizarse, a pesar de que se
aplicaron a miles de personas, e incluso se desarrollaron variantes que permitian ventilar

a varios pacientes a la vez (Foto 16). Dentro de los aspectos negativos que podemos
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destacar esta su dificultad para el traslado y el acceso a todos los pacientes, la dificultad
para evitar fugas aéreas, el enfriamiento de la superficie corporal y la incapacidad para

generar altas presiones.

Pulmotor
w7

Mo o a
Ml

Foto 14. Pulmotor. Foto 15. Pulmén de acero.

Foto 16. Ventilacion a presién negativa “multipersona”. Hospital infantil de Boston. Afios 50.

Por lo tanto, en la época a la que nos referimos, se podian diferenciar dos
grandes escenarios en cuanto a usos de la ventilacion mecanica se refiere: uno de ellos,
en quiréfano, en donde se utilizaba la ventilacion a presién positiva, y el otro, utilizado
sobre todo en pacientes con patologias médicas, en las que se utilizaba la ventilacion
con presién negativa. Fue en la epidemia de poliomielitis que tuvo lugar en Copenhague,
y a la que nos referimos anteriormente, cuando se decide abandonar, por sus malos

resultados, el “pulmén de acero”y comenzar con la ventilacion con presién positiva en
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otro entorno distinto al quirdrgico. A partir de este momento y con los resultados
conseguidos por Ibsen, se puede decir que el empleo de respiradores con presién

positiva se generalizé y se utilizé para todos los pacientes, estuvieran o no en quiréfano.

La carencia de respiradores sirvid de estimulo a la industria y, en 1953, Engstrom
construyd un primer respirador capaz de proporcionar volimenes predeterminados. En
este primer respirador Engstrom (Foto 17), un émbolo movido por un motor eléctrico
producia una presion positiva sobre una camara, quedando completamente comprimida
la bolsa ventilatoria existente en la misma; esta bolsa era la que suministraba la
ventilacién al paciente; en la espiracion se producia el retroceso del piston rellenandose
nuevamente la bolsa con el suministro de gases programado; la valvula espiratoria del
respirador se mantenia cerrada durante la inspiracion, mediante una derivacién del

circuito del piston.

Foto 17. Respirador Engstrém y paciente ventilado con este respirador.

Esto fue seguido de la aparicion de nuevos modelos de respiradores a presion
positiva, tanto ciclados por presion como por volumen. Dentro de los "volumétricos",

ademas del Engstrom, alcanzaron difusion los respiradores como el Emerson post-op
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(Foto 18). Pero junto a los volumétricos también se popularizaron los respiradores "de
presién", destacando entre estos el respirador Bird (Foto 19) y el Bennett PR-2 (Foto
[110). Este tipo de respiradores, menos complejos, funcionaban a base de gas
comprimido, bombona o conduccion general del hospital, con el inconveniente de lo
inconstante del volumen entregado (volumen corriente o volumen tidal), pues este iba a
depender, para una presion prefijada, de la distensibilidad pulmonar y de las variaciones
de la resistencia de la via aérea; muchas veces solian aplicarse de forma no invasiva,

mediante mascarilla facial.

Fotos 18, 19 y 110. Respirador Emerson post-op (izda.), BIRD 7 (centro) y Puritan-Bennet PR-2

(dcha.).

Los respiradores fueron evolucionando, mejorando en lo que a prestaciones se
refiere, introduciéndose nuevas modalidades de ventilacién para mejorar la interaccion
con los esfuerzos inspiratorios del paciente, facilitando el proceso de desconexion,

monitorizando la mecanica respiratoria o permitiendo establecer alarmas.
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En este sentido podemos diferenciar, hasta el momento, cinco generaciones de
respiradores: (i) los de primera generacion, hasta mediados de los afios 70, son los
mostrados hasta ahora; (ii) los de segunda generacion (Foto 111), hasta principios de
los 80; (iii) los de tercera generacion (Foto 112), hasta finales de los afios 90; (iv) los de
cuarta generacion hasta mediados de los 2000 (Foto 113); y (v) los de quinta generacion,
con el nacimiento de lo que podemos considerar la ventilacion mecanica inteligente

(utilizacion de sefales neuronales en la ventilacion, control del destete, etc.) (Foto 114).

Foto I11. Servo 900c (Siemens): 22 generacién. Foto 112. Puritan-Bennet 7200: 32 generacion.

Foto 113. Evita 4 (Drager): 42 generacién.  Foto 114. Hamilton-Galileo G-5: 5% generacion.
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Gracias a la mejora técnica alcanzada con las sucesivas generaciones de
respiradores, la ventilacion mecanica se ha convertido en una técnica de uso universal
y de empleo no solo en quiréfano, unidades de cuidados intensivos, en los Servicios de
Urgencias, en situaciones de desastres bélicos o naturales, o para transportar pacientes
graves, sino también en plantas de hospitalizacion de neumologia y en el domicilio,

gracias a los nuevos respiradores de ventilacién no invasiva.
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4.2 OBJETIVOS DE LA VENTILACION MECANICA

La ventilacion mecanica (VM) es una herramienta basica en el tratamiento del
paciente critico y también es un elemento imprescindible durante la anestesia general.
El objetivo de la ventilacién mecanica es el de apoyar y controlar el intercambio gaseoso,
aumentar el volumen pulmonar y disminuir el trabajo de los musculos respiratorios.

La principal indicacion clinica de la ventilacion mecanica es la insuficiencia
respiratoria aguda, la reagudizacién de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la
asistencia respiratoria de pacientes en coma y el soporte ventilatorio de pacientes con
enfermedades neuromusculares. Dentro de las posibles causas de insuficiencia
respiratoria aguda que pueden hacer necesaria la conexion de un paciente a la
ventilacion mecanica, se encuentra el sindrome de distress respiratorio agudo (SDRA),
la neumonia comunitaria y nosocomial, la insuficiencia cardiaca congestiva, la sepsis, el
trauma o las complicaciones derivadas de intervenciones quirurgicas.

Por lo tanto, los objetivos de la ventilacién mecanica deben ser planteados desde

una vertiente fisioldgica y clinica (Slutsky 1993).

4.2.1 OBJETIVOS FISIOLOGICOS:

Apoyar y controlar el intercambio gaseoso

1) Ventilacion alveolar: En la mayoria de las modalidades ventilatorias, el objetivo
es normalizar la ventilacion alveolar, aunque en ciertas entidades clinicas el principal
objetivo es generar una ventilacion alveolar mayor de la normal (como la hiperventilacion
deliberada cuando se utiliza en el caso de la hipertension intracraneal) o menor de la
normal (como la hipercapnia permisiva en el SDRA).

2) Oxigenacion arterial: Un objetivo fundamental de la ventilacion mecanica es el
de alcanzar y mantener la oxigenacién arterial empleando una concentracion inspiratoria

de oxigeno determinada. Es aceptable mantener una saturacion de oxigeno medida por
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pulsioximetria por encima del 90% (lo que equivale, aproximadamente, a una PaO;
mayor de 60 mmHg). No hay evidencias clinicas de que una PaO; mayor de la normal
sea ventajosa, siendo por el contrario perjudicial, como veremos mas adelante,
acufiandose el término de lesién pulmonar aguda inducida por hiperoxia (Kallet y cols.

2013).

Incrementar el volumen pulmonar

1) Insuflaciéon pulmonar tele-inspiratoria: Para conseguir la suficiente expansion
pulmonar, con cada respiracion pautada, con el objetivo de prevenir o tratar las
atelectasias.

2) Capacidad residual funcional (CRF): Para alcanzar y mantener una CRF
elevada mediante la aplicacion de PEEP (presion positiva al final de la espiracion) en
aquellas situaciones en las que la reduccion de la CRF puede ser perjudicial (como en

el caso de los pacientes con SDRA).

Reducir el trabajo respiratorio

Descargando la musculatura respiratoria con el propésito de reducir el trabajo
respiratorio en aquellos pacientes con ventilacion espontanea en los que, ya sea por
elevacion en las presiones de la via aérea o por disminucion en la distensibilidad

pulmonar, la demanda respiratoria sea elevada.

4.2.2 OBJETIVOS CLINICOS:

1) Revertir la hipoxemia: Ya sea por medio de un aumento de la ventilacién
alveolar, del volumen pulmonar, disminuyendo el consumo de oxigeno o tomando otras

medidas con el objetivo de revertir la hipoxia tisular
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2) Revertir la acidosis respiratoria aguda: Mas que para alcanzar unos niveles
normales de PaCO,, el objetivo se establece para corregir de manera rapida una

acidosis respiratoria que pueda amenazar la vida del paciente.

4.2.3 OTROS OBJETIVOS:

Ademas de los anteriores, la ventilacion mecanica es util para prevenir o resolver
las atelectasias originadas por multiples motivos, ya sean quirurgicos o no, para permitir
la sedacion y/o relajacion neuromuscular en determinadas circunstancias clinicas, para
disminuir el consumo miocardico de oxigeno, para reducir la presion intracraneal o para
estabilizar la pared toracica en aquellas circunstancias en las que se pierde su integridad

y de esta forma permitir la expansion pulmonar.
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4.3 VENTILACION MECANICA CONTROLADA

La ventilacion mecanica controlada o ventilacion con presion positiva es un modo
ventilatorio en el que no interviene el esfuerzo del paciente, siendo el respirador el que
realiza el trabajo ventilatorio. La eficacia de la ventilacion y el riesgo de aparicion de
complicaciones dependeran de como se programen los parametros ventilatorios y de

las caracteristicas de los pacientes.

4.3.1 GRADIENTES DE PRESION

La ventilacion intermitente a presion positiva se basa en aplicar en la via aérea
un dispositivo capaz de generar presién positiva para crear el flujo de gas y suministrar
el volumen tidal deseado. El movimiento de gas durante la ventilacién viene determinado
segun el gradiente de presidn existente entre dos puntos: la via aérea superior y el
interior del térax. Durante la fase inspiratoria de la ventilacion mecanica controlada, el
respirador genera una presion positiva respecto a la intratoracica, creando un flujo de
gas hacia el torax. La llegada del gas al interior del sistema respiratorio produce un
aumento del volumen pulmonar por encima de su nivel de reposo, causando un aumento
de la presién intratoracica. Cuando al final de la fase inspiratoria se abre la valvula
espiratoria, la presion en el circuito del respirador cae de forma brusca hasta el nivel de
la presion atmosférica, o de la PEEP empleada, creandose un nuevo gradiente de
presidn, siendo en este momento mayor la presion intratoracica que la presién del
circuito, generando un flujo espiratorio que se mantendra hasta que se equiparen las
presiones una vez finalice el vaciamiento pulmonar (Llorens y cols. 1999).

El volumen tidal (circulante o corriente) sera la cantidad de aire transportada en

cada respiracion.
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4.3.2 ECUACION DE MOVIMIENTO DEL SISTEMA RESPIRATORIO

Las interacciones del ventilador y el paciente estan regidas por la ecuacion de
movimiento, la cual establece que la presion requerida para insuflar los pulmones (Pl)
depende de las propiedades resistivas (PR) y elasticas (PE) del sistema respiratorio.
Durante la inspiracion, un ventilador mecanico genera una presion positiva en el interior
de la via aérea. A esta presion creada por la maquina se opone otra de diferente
magnitud, relacionada con la resistencia al flujo aéreo ofrecida por el arbol
traqueobronquial, y por otra con la fuerza de retraccion elastica del parénquima
pulmonar y la pared toracica.

Las propiedades resistivas dependeran del flujo inspiratorio (F) y la resistencia
de las vias aéreas (R), y las propiedades elasticas dependeran de la distensibilidad
toracopulmonar (C) y del volumen tidal (VT):

PR=FxR PE =VT/C

Por lo tanto, la presién que el ventilador debe vencer para entregar un volumen
de gas esta determinada por el flujo inspiratorio, la resistencia de la via aérea, el
volumen circulante y la distensibilidad.

Pl = (F x R) + (VT/C).

Por otro lado, la presién total de insuflacién (PI) resulta de la combinacion de la
presion generada por el ventilador (Pvent) y la presion generada por los musculos
respiratorios (Pmus):

Pl = Pvent + Pmus.

Sustituyendo Pl por sus componentes, la ecuacion de movimiento puede

expresarse de la siguiente forma:

Pvent + Pmus = (F x R) + (VT/C).
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4.3.3 VARIABLES FiSICAS QUE INTERVIENEN EN EL CICLO VENTILATORIO

Las variables que hacen posible que se desarrolle un ciclo ventilatorio mecanico
son de tres tipos: variables de control, variables de fase y variables condicionales

(Ramos y cols. 2012).

Variables de control

La variable de control es aquella que el ventilador manipula para lograr la
inspiracion y que se mantiene constante a pesar de los cambios en la mecanica
ventilatoria. Un ventilador mecanico puede controlar en cada momento solo una de tres
variables: presion, volumen vy flujo, ya que el tiempo esta implicito en la expresién
matematica. La variable controlada se establece como independiente, mientras que las
otras dos dependeran de las caracteristicas mecanicas del sistema respiratorio.

Debido a que el control del volumen implica también el control del flujo (el
volumen es el producto del flujo y el tiempo inspiratorio), y viceversa, las dos variables
comunmente controladas por los ventiladores son la presién y el volumen, de modo que
la ventilacién mecanica invasiva se clasifica primariamente en ventilacion volumétrica o
controlada por volumen y ventilacion barométrica o controlada por presion (Fotos [15 y
116). Existen modos de control dual que permiten el cambio automatico entre el control
de la presién y el volumen para garantizar la ventilacion minuto y maximizar la sincronia

con el paciente.

Foto 115.Ventilacién controlada por volumen.  Foto 116.Ventilacion controlada por presion.
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Ventilacion controlada por volumen

El ventilador asegura en todo momento un volumen tidal en cada embolada para
lo cual variara la presion que tiene que generar, presion necesaria para vencer las
cargas elasticas y resistivas del sistema respiratorio. En este caso, la presion
determinada por la resistencia de la via aérea y la distensibilidad pulmonar y de la pared
toracica, sera variable, a diferencia de la ventilacién limitada por presion, en donde lo
que sera variable sera el volumen tidal. La inspiracion termina una vez que se alcanza
el volumen programado.

La ventaja principal de la ventilaciéon controlada por volumen es que aporta un
VT constante. Sin embargo, la presion alveolar puede cambiar mucho con las
alteraciones de la distensibilidad pulmonar, lo cual puede aumentar el riesgo de lesién
inducida por el ventilador. Dado que el patrén de flujo es fijo, el ventilador no se adapta
a las demandas del paciente y se facilita la probabilidad de asincronia e inadaptacién a
la ventilacion mecanica.

Aunque habitualmente se utiliza el término volumen controlado, en realidad el
ventilador controla el flujo inspiratorio. En este tipo de ventilacion, el flujo inspiratorio y
el volumen circulante programados se mantienen constantes, y son las variables
independientes. El tiempo inspiratorio viene determinado por el flujo y el volumen
prefijados, mientras que la presién depende de la resistencia de la via aérea y de la

distensibilidad toraco-pulmonar.

Ventilacién controlada por presion

Se denomina asi porque la presién es el parametro principal regulado y el que
determinara el ciclado del aparato de inspiracion a espiracion, es decir, el flujo cesa
cuando se alcanza la presion preestablecida. Dependiendo de las caracteristicas
mecanicas del sistema respiratorio, para un mismo nivel de presion, el nivel de volumen
tidal sera variable. Asi, en un paciente al que estuviéramos ventilando en una modalidad
limitada por presién a 25 cmH20 y en el que pudiéramos obtener en un determinado
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momento 500 ml de volumen fidal, si se produjera un broncoespasmo nos
encontrariamos con que el VT descenderia. Por lo tanto, en este tipo de modalidad no
aseguramos un volumen tidal constante.

En este tipo de ventilacién, la presion inspiratoria programada es constante y se
establece como variable independiente, mientras que el volumen y el flujo varian de
acuerdo con el nivel de presion establecido y con los cambios en la impedancia a la
ventilacién. El tiempo inspiratorio se prefija en el ventilador, mientras que el flujo
disminuye a medida que la presion alveolar se aproxima a la presion aplicada a la via
aérea.

La ventilaciéon controlada por presion tiene la ventaja de que tanto la presion
maxima de la via aérea como la presion alveolar son constantes, reduciendo el riesgo
de barotrauma y lesién pulmonar inducida por el ventilador. El patrén de flujo inspiratorio
es decelerado y varia con las demandas del paciente, mejorando de esta forma la
sincronia respiratoria. Su mayor desventaja es que el volumen tidal cambia con las
variaciones de la mecanica respiratoria y la probabilidad de alteracion del intercambio
gaseoso es mayor, siendo mas dificil de identificar las modificaciones en la impedancia
pulmonar. Mediante el control del flujo al inicio de la fase inspiratoria, algunos
ventiladores permiten ajustar el tiempo requerido para que se alcance el nivel de presion
de insuflacién predeterminada (tiempo de ascenso o rampa), con lo que se consigue

una mejor adaptacion a la demanda ventilatoria del paciente.

Variables de fase

Un ciclo ventilatorio completo, controlado por un ventilador, consta de cuatro
fases: Cambio de espiracién a inspiracion (comienzo de la inspiracién), inspiracion,
cambio de inspiracién a espiracion (final de la inspiracion) y espiracion. Una variable de
fase es una sefial fisica (presion, volumen, flujo o tiempo) que el ventilador mide y utiliza

para iniciar alguna parte del ciclo ventilatorio.

47



Introduccion

Variables condicionales

Es la que desencadena una accion si se satisface un requisito determinado,
como ocurre con la sincronizacion de las respiraciones mecanicas y espontaneas
durante la ventilacion mandatoria intermitente sincronizada (SIMV) y el suministro de

Suspiros.

4.4 EFECTOS SISTEMICOS DE LA VENTILACION MECANICA

4.4.1 EFECTOS FISIOLOGICOS DE LA VENTILACION MECANICA

Debido a la interaccién del pulmoén con otros 6rganos (ya sean vecinos o a
distancia), la ventilacion mecanica puede afectar a casi cualquier 6rgano o sistema.
Estos efectos dependeran del cambio en las presiones intratoracicas, y su magnitud
estara en relacion con la presion media de la via aérea y con el estado cardiopulmonar
del paciente. La presion media de la via aérea es el promedio de presion generada
durante todo el ciclo ventilatorio mecanico (inspiracion y espiracién), se relaciona con la
cantidad y la duracién de la presién aplicada, y depende de todos los factores que
influyen en la ventilacién, tales como la presion inspiratoria, la PEEP y la relaciéon entre
la duracion de la inspiracion y de la espiracion. La presion media de la via aérea es uno
de los determinantes principales de la oxigenacién, ya que aumenta la presion alveolar
media y favorece el reclutamiento alveolar. Sin embargo, debido al incremento de la
presion intratoracica que produce, también es la causa de los efectos deletéreos de la

ventilacion  con  presion  positiva  sobre el sistema  cardiovascular.

4.4.1.1 Efectos respiratorios
La ventilacion mecanica ejerce sus efectos sobre el sistema respiratorio

principalmente mediante variaciones en la relacion ventilacion-perfusion. La ventilacion
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pulmonar se distribuye preferentemente hacia las zonas donde se produce un mayor
descenso del diafragma, es decir, a las areas posteriores (inferiores) durante la
ventilacién espontanea y a las anteriores (superiores) en el caso de la ventilacién con
presion positiva. En cambio, por efecto de la gravedad, la perfusion pulmonar siempre
es dominante en las areas posteriores (inferiores) del pulmén. Por estos motivos, la
ventilacion mecanica provocara una alteracion en la relacion entre ventilacion vy

perfusion.

Cortocircuito

La causa principal de la hipoxemia es el cortocircuito intrapulmonar que se
produce cuando la sangre fluye a través de alvéolos no ventilados (zonas perfundidas
que no estan ventiladas) y por tanto no participan en el intercambio gaseoso.

La ventilacion mecanica puede reducir este cortocircuito y mejorar la oxigenacion
por dos mecanismos: por un lado, la aplicacion de presion positiva inspiratoria produce
la apertura y la expansion de los alvéolos colapsados (reclutamiento alveolar), y por
otro, la utilizacion de PEEP previene el colapso de los alvéolos previamente abiertos por
la presion inspiratoria (mantiene el reclutamiento alveolar), incrementa la capacidad
residual funcional (volumen pulmonar al final de la espiracion) y mejora el equilibrio entre
ventilacién y perfusion. En otro orden de cosas, niveles apropiados de PEEP pueden
ayudar a prevenir la lesion pulmonar inducida por el ventilador, al evitar la apertura vy el

cierre de los alvéolos de forma ciclica.

Espacio muerto

El espacio muerto es el porcentaje de ventilacidon que no participa en el
intercambio gaseoso. Tiene un componente anatdémico, definido por las vias aéreas de
conduccion y la via aérea artificial, y un componente alveolar, representado por los

alvéolos que estan ventilados, pero no perfundidos.
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4.4.1.2 Efectos cardiovasculares
Los efectos cardiovasculares del soporte ventilatorio mecanico estan en estrecha

relacion con la variacion que se produce en la presion intratoracica.

Reduccién del retorno venoso

Durante la ventilacion mecanica, el aumento de la presién de la via aérea se
transmite al espacio intrapleural y a todas las estructuras intratoracicas, generando
compresion de los grandes vasos que da lugar a un ascenso de la presion venosa
central. Esta elevacion de la presion auricular derecha reduce el gradiente de presion
existente entre las venas sistémicas y el lado derecho del corazoén, y se produce una
reduccion del retorno venoso y un descenso de la precarga ventricular derecha, lo que

se traduce en disminucién del gasto cardiaco e hipotension arterial.

Aumento de la resistencia vascular pulmonar

La aplicacion de grandes volumenes o niveles altos de PEEP (>15 cmH-0)
puede producir una sobredistension alveolar, con la consiguiente compresion de los
capilares adyacentes, que lleva a un incremento de la resistencia al flujo sanguineo
pulmonar. La elevacién de la resistencia vascular pulmonar induce un aumento en la
resistencia a la eyeccién del ventriculo derecho y se produce dilatacion ventricular y
descenso del volumen sistdlico. Puesto que ambos ventriculos comparten el tabique
interventricular y el pericardio (interdependencia ventricular), la dilatacion del ventriculo
derecho puede ocasionar una desviacion del tabique y limitar el llenado diastdlico,
afectando a su funcién (acoplamiento en paralelo), lo cual conduce a un descenso del
gasto cardiaco. Este efecto es mas evidente cuando hay hipovolemia o esta afectada la
funcién ventricular izquierda. La expansion del volumen intravascular o la administracién
de farmacos inotrépicos pueden mitigar los efectos indeseables de la ventilacion con

presién positiva y la PEEP sobre el gasto cardiaco.

50



Introduccion

Isquemia miocardica

Ademas de la reduccién del retorno venoso y el aumento de la resistencia
vascular pulmonar, la ventilacion mecanica puede conducir a disfuncién ventricular
isquémica. El flujo arterial coronario depende de la presion de perfusién coronaria
(diferencia entre la presion diastélica adrtica y la presion telediastdlica ventricular
izquierda). La reduccion de este gradiente de presion (disminucion del gasto cardiaco,
hipotension arterial, aumento de la precarga) o la compresién de los vasos coronarios,
como consecuencia del aumento de la presién intratoracica, pueden causar isquemia

miocardica.

4.4.1.3 Efectos renales

La caida del gasto cardiaco provocada por la presion positiva lleva a una
disminucion de la presion arterial y una reduccion paralela del flujo sanguineo renal, que
da lugar a un descenso de la filtracién glomerular y, en ultimo término, de la diuresis. No
obstante, un factor de mayor importancia en la disfuncion renal inducida por la
ventilacion mecanica parece ser la redistribucion del flujo sanguineo dentro del rifion,
que disminuye en la regién exterior de la corteza y aumenta en la zona medular. Esto
ocasiona una mayor reabsorcion de sodio y agua, y se traduce en un descenso de la

natriuresis y de la diuresis.

4.4.1.4 Efectos endocrinos

El descenso en la presién adrtica inducido por la PEEP provoca la inactivacion
de los barorreceptores auriculares y adrticos, y da lugar a una mayor liberacion de
hormona antidiurética, que es la causa del desarrollo de oliguria.

El factor natriurético atrial es otra hormona intimamente relacionada con el
balance hidroelectrolitico. Este factor se secreta en respuesta a la distension auricular y

produce un aumento de la excrecion de sodio y agua, en un intento de reducir el volumen
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sanguineo. La ventilacion mecanica puede reducir la presién de llenado auricular, bien
por un descenso del retorno venoso o por compresion mecanica de la auricula, lo cual
reduce la secrecion de esta hormona y ocasiona retencion de sodio y agua.

La disminucion de la perfusion renal y el aumento del tono simpatico durante la
ventilacién con presion positiva estimulan la liberacion de renina por el rifién. El aumento
de la renina plasmatica activa la cascada renina-angiotensina-aldosterona, lo cual
provoca una reduccion de la tasa de filtracion glomerular y promueve la retencion de
sodio y agua en el tubulo distal. Ambos mecanismos tendran efectos sobre la natriuresis

y la diuresis.

4.4.1.5 Efectos neurologicos

Se derivan de las alteraciones de la perfusion cerebral y de la elevacion de la
presion intracraneal. Debido a que la ventilacion con presion positiva puede reducir el
gasto cardiaco y la presion arterial media, también puede descender la presion de
perfusién cerebral (diferencia entre presion arterial media y presion intracraneal). El
incremento de la presion intracraneal puede acontecer como consecuencia del
incremento en la presion venosa yugular y de la reduccion del retorno venoso cerebral,
lo que ocasiona una disminucién de la presién de perfusion cerebral. No obstante
cuando la PEEP se aplica en el marco clinico apropiado (disminucion de la
distensibilidad pulmonar), la transmision de la presion de la via aérea a la auricula
derecha, y por tanto al compartimento intracraneal, es baja. El desarrollo de hipercapnia,
como consecuencia de una hipoventilacion, produce un aumento del flujo sanguineo

cerebral y puede elevar la presion intracraneal.

4.4.1.6 Efectos sobre el aparato digestivo
Efectos en la mucosa gastrica

La ventilacion con presion positiva incrementa la resistencia esplacnica,
disminuye el flujo venoso esplacnico y puede contribuir al desarrollo de isquemia de la
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mucosa gastrica. Este es uno de los factores implicados en la mayor incidencia de
Ulceras gastricas y de hemorragia digestiva en los pacientes graves ventilados

mecanicamente, por lo que debe realizarse profilaxis de la gastritis erosiva.

Disfuncién hepatica

Este efecto parece estar relacionado con el descenso del gasto cardiaco (como
consecuencia de la reduccion del retorno venoso), el movimiento descendente del
diafragma (con compresion mecanica de la superficie del higado) y la disminucion del
flujo arterial y portal (por aumento de la resistencia esplacnica), y todo ello puede
conducir al desarrollo de isquemia hepatica. Viene reflejada por un aumento de la

bilirrubina sérica aunque no haya enfermedad hepatica previa.
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4.5 PRESION POSITIVA AL FINAL DE LA ESPIRACION (PEEP)

La presién positiva al final de la espiracion (PEEP) es la presion alveolar que se
establece por encima de la presion atmosférica al final de la espiracion. Existen 2 tipos
de PEEP:

(i) La PEEP que es aportada por la ventilacion mecanica y que el clinico debe
programar, denominada PEEP aplicada o extrinseca;

(i) La PEEP que se produce por una espiracién incompleta, denominada auto-

PEEP. No nos extenderemos con este tipo de PEEP al no ser relevante en este trabajo.

4.5.1 PEEP APLICADA (EXTRINSECA)

Este tipo de PEEP es uno de los parametros basicos que se deben programar a
la hora de conectar a un paciente a la ventilacién mecanica. Unos niveles bajos de PEEP
se denominan PEEP fisiolégica, mientras que niveles superiores se han denominado
PEEP suprafisiologica. La PEEP fisiolégica esta indicada en la mayoria de los pacientes
ventilados y su objetivo es el de vencer el colapso al final de la espiracién. Se ha visto,
ademas, que en pacientes sometidos a ventilacion mecanica y que no estaban
hipoxémicos, la aplicacion de PEEP disminuye los episodios de hipoxemia y la
incidencia de neumonia. Esto ultimo se demostré en un ensayo clinico aleatorizado en
el que 131 pacientes sometidos a ventilacion mecanica, con radiografia de térax normal
y una relacién entre la presion parcial de oxigeno y la fraccion inspiratoria de O
(PaO2/FiO2) por encima de 250 mmHg, se asignaron a 2 grupos. Uno de los grupos
(n=66) recibi6 PEEP entre 5-8 cmH.0 y el segundo grupo (n=65) no recibié PEEP. EI
primero de estos grupos tuvo menor incidencia de neumonia asociada a ventilacion
mecanica (9,4% frente a 25,4%) y present6 también menos episodios de hipoxemia,

definida en este estudio como PaO./FiO2 <175 mmHg (19% en el grupo que recibié
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PEEP frente al 54% en el grupo que no recibié PEEP). Sin embargo, estos beneficios
de aplicar PEEP de forma profilactica, como la denominaron los autores, no se vieron
reflejados en un descenso de la mortalidad, estancia en unidades de pacientes criticos
o estancia hospitalaria (Manzano y cols. 2008). Una de las explicaciones que puede
tener esta menor incidencia de neumonia es que la PEEP disminuye las fugas de liquido
alrededor del neumotaponamiento del tubo endotraqueal (Lucangelo y cols. 2008) con
lo que las microaspiraciones de contenido gastrico (causa principal de neumonia en
estos pacientes) pueden verse limitadas.

La aplicacion de niveles altos de PEEP (suprafisioldgica) esta indicada en la
mayoria de los pacientes con SDRA y en otros tipos de insuficiencia respiratoria
hipoxémica. Se ha visto que su empleo mejora la oxigenacion y la VILI, pero no ha
demostrado, por el contrario, que disminuya la evolucién clinica (mortalidad, duracién
de la VM, etc.). En un estudio en pacientes con SDRA en el que se paut6 la PEEP segun
la presion esofagica o segun una tabla dependiendo de la FiO, empleada, el grupo en
el que la PEEP se pautd segun la presion esofagica recibio niveles mas altos de PEEP
(18 frente a 12 cmH20) y tuvo una relacion PaO./FiO, mayor (280 frente a 191 mmHg)
a las 72 horas; sin embargo, la mortalidad a los 28 dias fue menor pero no
estadisticamente significativa (Talmor y cols. 2008). Cuando se utilizan niveles altos de
PEEP para tratar otras causas de insuficiencia respiratoria hipoxémica, como es el caso
del edema pulmonar de origen cardiogénico con el objetivo adicional de mejorar la
funcién cardiaca, no se ha visto que, aparte de los producidos por la ventilacion, se
obtengan otros beneficios. Esto fue valorado en un estudio en el que, a 12 pacientes
recibiendo VM, se les valoré la funcidon del ventriculo izquierdo antes y después de
aplicar una PEEP de 10 cmH20O, observandose cémo no habia cambios en la funcién

cardiaca (Fellahi y cols. 1998).
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4.5.2 CONTRAINDICACIONES PARA EL EMPLEO DE PEEP

No existen contraindicaciones absolutas en el uso de la PEEP. Sin embargo, hay
que valorar las consecuencias adversas que pueden presentarse, especialmente
cuando se pautan niveles altos en pacientes con problemas intracraneales, con
patologia pulmonar focal o unilateral, hipotension, hipovolemia, fistula broncopleural,
embolismo pulmonar, etc.

El aumento de la presion intratoracica secundario a la aplicaciéon de PEEP puede
disminuir el flujo sanguineo cerebral y generar elevacion de la presion intracraneal,
disminucion de la presion arterial media o ambos. El resultado final sera una disminucién
de la presion de perfusion cerebral y deterioro neuroldgico secundario. Este aspecto es
actualmente polémico ya que en estudios observacionales en pacientes con hemorragia
subaracnoidea se ha visto como el aumento progresivo de la PEEP aplicada se ha
asociado con una disminucién de la presion de perfusion cerebral, pero causado por la
disminucion de la presion arterial media que se produce al aplicar niveles altos de PEEP,
no por una elevacién de la presion intracraneal per se (Muench y cols. 2005). Por el
contrario, otro estudio observacional en pacientes con traumatismo craneoencefalico
mostré que la aplicacion de PEEP se asocid con un aumento de la presion de perfusion
cerebral debido a una disminucion de la presion intracraneal (Huynh y cols. 2002). La
razon para explicar estos resultados contradictorios es incierta, pero podria estar
relacionada con los distintos efectos que tiene la aplicacion de PEEP en entidades
clinicas distintas y en donde la autorregulacion cerebral juega un papel importante.
Teniendo en cuenta estos aspectos, parece prudente monitorizar la presion arterial
media y la presion intracraneal en pacientes con patologia intracraneal en los que
apliqguemos niveles altos de PEEP.

Por otro lado, la PEEP puede exacerbar el efecto que tiene la ventilacién a
presién positiva sobre la disminucion del retorno venoso y, secundariamente, del gasto
cardiaco, aspecto de especial importancia en pacientes hipovolémicos.
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4.6 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL PULMON

El aparato respiratorio comprende un conjunto de 6rganos responsables de
conducir el aire (vias aéreas) hacia los pulmones, donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso. El aire que llega a los alvéolos pulmonares presenta ciertas caracteristicas
importantes que son realizadas por la porciéon conductora que se inicia en las fosas
nasales y termina en el bronquiolo terminal. Los érganos y estructuras que comprenden
este sector acondicionan el aire que llega a la porcion respiratoria, que comprende
desde los bronquiolos respiratorios hasta los alvéolos, en cuya pared (barrera aire-
sangre) se produce el intercambio de O» desde la luz alveolar hacia los capilares

sanguineos y CO,, producto del metabolismo celular, en sentido contrario.

La porcién conductora
Es la parte encargada de la conduccion del aire inspirado hacia los pulmones y
comprende: las cavidades nasales, nasofaringe, orofaringe, laringe, traquea, bronquios

y bronquiolos terminales.

La porcidn respiratoria

Ubicada en el parénquima pulmonar, es el lugar donde ocurre el intercambio
gaseoso y comprende: los bronquiolos respiratorios, conductos alveolares, sacos
alveolares y alvéolos respiratorios. Para el presente trabajo nos centraremos en esta

porcion.

4.6.1 DIVISION FUNCIONAL DEL APARATO RESPIRATORIO

Los segmentos pulmonares se dividen en lobulillos pulmonares, cada uno de los
cuales esta ventilado por un bronquiolo terminal, bronquiolos respiratorios, conductos

alveolares, sacos alveolares y alvéolos. Los lobulillos pulmonares se pueden reconocer
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macroscopicamente en un corte de pulmoén por los finos tabiques de tejido conectivo
que separan unas areas poligonales. Estos lobulillos se dividen en acinos pulmonares,
que son las unidades funcionales del aparato respiratorio. Estan constituidos por un

bronquiolo respiratorio, conductos alveolares sacos alveolares y alvéolos (Figura I5).

Lobulilio

Bronquiolo respiratorio

Acimo

5&(‘,05 alveolares y
alvaolos

Figura I5. Esquema de la division funcional del aparato respiratorio. Nétense los componentes
del lobulillo pulmonar (desde bronquiolo terminal a alveolos) y los elementos del acino pulmonar
(desde bronquiolo respiratorio a alvéolos). Tomado de Kierszenbaum A. Histologia y Biologia

celular: Introduccién a la anatomia patoldgica. 2012.

4.6.1.2 Porcion respiratoria
Bronquiolo respiratorio

Es una ramificacién del bronquiolo terminal, cuyas paredes son discontinuas por
la presencia de alvéolos. Es considerado una region de transicion entre la porcion
conductora y respiratoria, y constituye la primera porcion del arbol bronquial que permite
el intercambio gaseoso (Figura 16). Tiene un calibre muy pequeno y esta tapizado por
epitelio cubico simple en sus segmentos iniciales, con presencia de algunas células
ciliadas y células de Clara (o células club), y en las porciones distales, el epitelio se
torna cubico bajo y sin cilios, existiendo solamente células de Clara (o células club); este

tipo de epitelio desaparece a nivel de las dilataciones saculares de la pared que dan
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lugar a los alvéolos respiratorios. También se encuentran ocasionalmente células en
cepillo y células neuroendocrinas en los bronquiolos respiratorios. Los bronquiolos se
dividen originando los conductos alveolares. En la pared de los bronquios, bronquiolos
y pared alveolar existen abundantes fibras elasticas que se disponen longitudinalmente.
Estas fibras son responsables de la gran distension que posee el parénquima pulmonar

(Foto 117).

Arteria
pulmonar

Bronquiclo
respiratorio

. Conducto alveolar

__,Hed de elastina alveolar

Red capilar alveolar

Figura 16. Esquema de la porcion respiratoria. Obsérvense los bronquiolos respiratorios, el
conducto alveolar, los alvéolos y el saco alveolar. La arteria y vena pulmonar acompafian a la

porcion respiratoria hasta capilarizarse. Tomado de Leslie P. Gartner. Texto: Atlas de histologia.
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Bronquiolo

Vaso

Alvéolo

Musculo del

bronquiolo

Foto 117. Bronquiolo tefiido con hematoxilina eosina. x100 (Departamento de Ciencias Médicas

Basicas. Universidad de La Laguna).

Conducto alveolar

Los bronquiolos respiratorios se dividen en dos, dando lugar a los conductos
alveolares. Estos son largos y tortuosos. Se caracterizan por poseer alvéolos y sacos
alveolares en sus paredes. Son los ultimos segmentos en presentar fibras musculares
lisas, que se aprecian a manera de pequefos almohadillados que hacen prominencia
hacia la luz del conducto. Estos pequefios tractos se encuentran revestidos por un

epitelio simple plano que se continta con las células alveolares.

Saco alveolar y alvéolos

El conducto alveolar termina en un alvéolo simple y en sacos alveolares que
contienen dos o mas alvéolos que se abren en un area comun denominada atrio. El
escaso tejido conectivo que rodea a los alvéolos contiene capilares y fibras elasticas y
constituyen los septos o tabiques alveolares que pueden ser gruesos o delgados (Foto

118).
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Vaso

Saco alveolar

Bronquiolo

respiratorio

Foto 118. Bronquiolo respiratorio tefiido con hematoxilina-eosina. x100 (Departamento

de Ciencias Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

Alvéolo pulmonar

Es la unidad funcional, y esta considerada como la estructura mas pequefa y
numerosa de las vias respiratorias. El numero total de alvéolos es de aproximadamente
300 millones y cada alvéolo mide de unos 200 a 300 um de diametro. Se ha calculado
que la superficie alveolar total de ambos pulmones es de alrededor de 143 m?. La mayor
parte de alvéolos se abren directamente en un saco alveolar o un conducto alveolar,
muy pocos en un bronquiolo respiratorio.

El epitelio pulmonar esta compuesto por neumocitos | y Il. Los primeros tapizan
casi por completo la superficie alveolar y ejercen una funciéon estructural. Los
neumocitos Il son muy activos metabdlicamente, producen el surfactante y, en caso de
lesion, se transforman en neumocitos |. En el epitelio pulmonar también son de destacar
los macréfagos alveolares y fibroblastos, encargados estos ultimos de la sintesis de
colageno y elastina, componentes de la matriz extracelular, asi como mastocitos y
escasas celulas musculares lisas.

Las células epiteliales estan dispuestas a modo de un epitelio escamoso simple

cuya superficie esta cubierta por una pelicula de agente tensioactivo pulmonar
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compuesto por un fosfolipido secretado principalmente por los neumocitos tipo Il y

también, probablemente, por las células de Clara o células club (Foto 119).

Cél. Ciliadas

Cél. de Clara

Bronquiolo

Foto 119. Células de Clara o células club, tefiidas con hematoxilina-eosina. x400

(Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

Esta sustancia es responsable de la expansién alveolar normal y de la
prevencion del colapso alveolar durante la espiracion. Los capilares presentes en el
tabique son de tipo continuo y se encuentran adyacentes a las células alveolares. En la
pared de los alvéolos se encuentran los poros de Kohn (Foto 120), que son orificios que
comunican dos alveolos, permitiendo la circulacion de aire de un alvéolo a otro
equilibrando la presion del aire a nivel alveolar y también permitiendo la migracion de

los macrofagos alveolares.
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Poro de
Kohn

Vaso

Foto 120. Poro de Kohn tefiido con hematoxilina-eosina. x400 (Departamento de Ciencias

Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

Consideramos a mayor detalle los componentes alveolares (Fotos 121, 122 y

123):

Foto 121.Conductos y sacos alveolares tenidos con Tricrémico de Masson. x100

(Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).
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Foto 122. Alvéolo tefiido con hematoxilina-eosina. x200 (Departamento de Ciencias

Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

Alvéolo

Vaso

Foto 123. Alvéolo tefiido con hematoxilina-eosina. x400 (Departamento de Ciencias

Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).
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Neumocitos |

Constituyen el 40% de la poblacién celular y cubren el 90% de la superficie de
los alvéolos. Son células planas, delgadas, con nucleos aplanados. En su citoplasma
hay vesiculas pinociticas, con escasas mitocondrias, reticulo endoplasmico y lisosomas.
Se unen entre si y con los neumocitos Il por medio de uniones oclusivas que evitan el
paso de liquido extracelular a la luz alveolar. No tienen la capacidad de dividirse (Foto

124).

Neumocito |

Neumocito Il

Foto 124. Pared alveolar con neumocitos | y Il. Apreciamos también la presencia de
vasos sanguineos. Hematoxilina-eosina. x400 (Departamento de Ciencias Médicas Basicas.

Universidad de La Laguna).

Neumocitos Il

Representan el 60% de la poblacion celular alveolar, pero solamente cubren el
10% de la superficie de los alvéolos. Poseen una forma redondeada o cilindrica que se
proyecta y sobresale hacia la luz alveolar, estando sus superficies libres cubiertas por
numerosas y cortas microvellosidades. Su citoplasma contiene abundantes

mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso, lisosomas y cuerpos laminares que no
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son otra cosa que granulos secretores que contienen surfactante pulmonar. Esta
sustancia es expulsada a la superficie alveolar a través de un mecanismo de exocitosis
y forma una pelicula sobre las células alveolares. El surfactante esta compuesto por
lipidos como el fosfolipido dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y colesterol, también por
proteinas que organizan el surfactante e intervienen en la respuesta inmunitaria.

Las proteinas que intervienen en la estructura del surfactante corresponden a:
Proteina surfactante A (SP-A), es la mas abundante y regula su sintesis y secrecién por
el neumocito Il. Interviene en las respuestas inmunitarias.

Proteina surfactante B (SP-B), es una proteina organizadora del surfactante, interviene
en la absorcién y diseminacion del surfactante sobre la superficie alveolar.

Proteina surfactante C (SP-C), interviene en la orientacion de la DPPC en el interior del
surfactante y mantiene la capa delgada en el interior de los alvéolos.

Proteina surfactante D (SP-D), interviene en la respuesta inflamatoria local. Al igual que
SP-A, participa en los sistemas de defensa innatos, induciendo una aglutinacion masiva
de microrganismos que posteriormente pueden ser eliminados en el mucus expulsado

por las células ciliares a través de las vias respiratorias altas.

Macréfagos alveolares

Son células que pertenecen al sistema fagocitario mononuclear. Se localizan en
la superficie de los alvéolos, por encima de las células que lo tapizan, también estan
presentes en el tabique inter-alveolar y en el espacio aéreo del alvéolo. Fagocitan
particulas extranas, como el polvo que ingresa con el aire y en la insuficiencia cardiaca
fagocitan los eritrocitos que se introducen en los alvéolos. Estas células pueden
permanecer durante toda la vida en el tejido conectivo del tabique, asi como, en la
superficie pleural o en los ganglios linfaticos del hilio pulmonar, evidenciandose como

una coloracion negruzca al examen macroscopico (Foto 125).
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Macrofagos

intersticiales

Foto 125. Macrdfagos intersticiales cargados con pigmento antracético. Hematoxilia-eosina.

x400 (Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

Tabique alveolar o septo alveolar: barrera aire-sangre

La pared alveolar esta disenada para hacer 6ptima la difusiéon gaseosa entre el
medio externo e interno. El aire alveolar esta separado de la sangre por cuatro
membranas (Figura 17):
Citoplasma de la célula epitelial (heumocito )
Membrana basal de la célula epitelial
Membrana basal del capilar

Citoplasma de la célula endotelial.

En teoria, el espesor de estas cuatro estructuras deberia ser tan pequefio como
0,2 uym; sin embargo, el espesor real es de alrededor de 2,2 ym, debido a la presencia,
en grandes areas, de espacios con liquido libre, células fijas y libres del sistema inmune
y tejido conectivo (colageno Il y elastina). El tejido elastico es un componente funcional
importante de la pared alveolar porque permite que los pulmones se distiendan al recibir

el aire inspirado y, posteriormente, a través de un mecanismo de recuperaciéon de la
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energia almacenada, permite la espiracion del aire. Adicionalmente, la elastina evita el
colapso de los bronquiolos, que carecen de cartilago, fijandolos directamente al
parénquima pulmonar e indirectamente a la pleura. El tabique alveolar no tiene un grosor
uniforme, posee zonas mas delgadas en las que las membranas basales de las células
epiteliales y de los capilares parecen fundirse (barrera aire-sangre o membrana alveolo-
capilar), zonas en las que se realiza el intercambio gaseoso. Por las zonas mas gruesas
es por donde se movilizan los liquidos entre los espacios aéreos y el intersticio.

Por su parte, los capilares pulmonares estan constituidos por células endoteliales
destacando, a nivel funcional, su permeabilidad al agua y a moléculas e iones. El epitelio
alveolar impide el paso de iones, lo que lo hace vulnerable a agentes quimicos,
mecanicos o humorales que pueden alterar la permeabilidad capilar pulmonar. Su
integridad funcional y estructural es esencial para una adecuada homeostasis
cardiovascular, pulmonar y sistémica (Orfanos y cols. 2004).

La matriz extracelular ocupa el espacio existente entre el epitelio alveolar y el
endotelio capilar. Del lado del capilar consiste esencialmente en una fusién de
membranas basales de los componentes epitelial y endotelial. Del otro lado, es mas
ancha e incluye fibrillas de colageno. El lado de mas grosor se encuentra principalmente
vinculado con el intercambio de liquidos a través del endotelio, siendo el mas delgado
el responsable de la mayor parte del intercambio gaseoso. El tejido intersticial se
encuentra en todo el pulmén y es la via de drenaje desde los capilares hacia los vasos
linfaticos.

La resistencia al estrés de la barrera aire-sangre la proporcionan las membranas
basales alveolar y endotelial que contienen grandes cantidades de colageno tipo IV. Los
componentes moleculares de la membrana basal estan organizados en dominios
especificos hacia adentro y afuera de la célula. Las integrinas son los receptores de
adhesion a través de los cuales las ceélulas alveolares interaccionan entre ellas
proporcionando una dinamica bidireccional entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular. Las integrinas se encuentran en los llamados sitios focales de adhesion,
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que favorecen la union intercelular. Otras moléculas, tales como las cadherinas,
desempenan también un papel en la transmisién de senales hacia las células alveolares
y son objeto de deformacion, induciendo alteraciones en la funcién de barrera epitelial y

endotelial (Vlahakis y cols. 2005).

- glébulo rojo

alv
. células endoteliales =

epitelio alveolar
membrana mba

respiratorial . epit. alveolar
y del end. capilar
fusionadas

los capilares Cé:ﬂg‘::vif;: endotelio
alveolo Cél. Tipo !l pa capilar
de la pared
alveolar

Figura 17. Detalle de la barrera respiratoria.

Célula endotelial

Las células endoteliales, que revisten la pared de los capilares sanguineos de
tipo continuo, se encuentran en contacto con los alvéolos y presentan un citoplasma
muy delgado. Su caracteristica mas importante es la de poseer numerosas vesiculas
transcitéticas. El endotelio capilar pulmonar posee funciones fisiolégicas e
inmunoldgicas, como son la sintesis y liberacion de agentes vasoactivos, del tipo de la
angiotensina |l, prostaciclina, tromboxano A2, 6xido nitrico (NO) y endotelinas,
encargados de regular el tono vascular y la vasoconstriccion pulmonar hipoxica
(fendbmeno adaptativo exclusivo del pulmdén en la hipoxia, en el que las arterias
pulmonares pequefas sufren vasoconstriccion, que producen redistribucion del flujo
desde areas pobremente oxigenadas, a las zonas mejor ventiladas del pulmon,
reduciendo el cortocircuito intrapulmonar, lo cual mejora la entrega de oxigeno.
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Ademas, el endotelio es capaz de producir enzimas (enzima convertidora de la
angiotensina, 6xido nitrico sintetasa, lipoproteinlipasas y nucleotidasas), receptores,
moléculas transductoras de senales intracelulares y moléculas de adhesién celular. A
su vez segrega factores de crecimiento, citoquinas, especies reactivas de oxigeno
(ROS), e interviene en la regulacion de la coagulacion y la trombolisis (Ventrice y cols.

2007).

La pleura

Cubre cada cavidad toracica y comprende la pleura visceral, que recubre el
pulmén, y la pleura parietal, que reviste paredes de la cavidad toracica; entre ambas se
encuentra la cavidad pleural. Esta contiene una pequefia cantidad de un liquido seroso
que evita que los pulmones se friccionen durante la respiracion. La pleura visceral se
encuentra revestida externamente por un epitelio simple plano que corresponde al
mesotelio. Estas células descansan sobre una membrana basal y debajo existe tejido

conectivo rico en fibras elasticas (Foto 126).

Pleura

con mesotelio

Foto 126. Pleura parietal con mesotelio y visceral. Hematoxilina-eosina. x400

(Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).
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4.7 HISTOPATOLOGIA DE LA LESION PULMONAR AGUDA

La alteracion histolégica que se observa en la lesién pulmonar aguda se
denomina dafio alveolar difuso (DAD) y fue descrito por Katzenstein y cols. en 1976.

Aunque los fendbmenos de destruccion y reparacion se pueden solapar en el
tiempo, el siguiente esquema ayuda a entender la secuencia de apariciéon de las lesiones

histoldgicas que caracterizan el SDRA (Figura 18).

ESTADIO EXUDATIVO

EDEMA MEMBRANAS HIALINAS

ESTADIO PROLIFERATIVO

INFLAMACION
INTERSTICIAL

FIBROSIS
INTERSTICIAL

0,51

L L 1 Ll
1 2 3 4 5 6 778 9 10 11 12 13 14

0 1 1 1 1 il 1

TIEMPO DESDE LA LESION (DIiAS)

Figura 18. Distribucion temporal de los trastornos histolégicos en la lesién pulmonar aguda.

La aparicion de lesiones pulmonares se ha dividido clasicamente en tres fases:
Fase exudativa (0-7 dias): Inicialmente se produce una lesién directa (toxicos,
irritantes) o indirecta (respuesta inflamatoria) de las células epiteliales alveolares que
causan un aumento de la permeabilidad endotelial, extravasandose a la luz alveolar un
liquido rico en proteinas (a diferencia del edema cardiogénico). Esta fase, por tanto, se
caracteriza por la presencia inicial de edema en el intersticio alveolo-capilar, seguido de
destruccién de los neumocitos | que tapizan los alvéolos, sustituidos por la aparicion de

un material PAS positivo, denominado membranas hialinas. Estas membranas, son el
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signo mas distintivo del DAD y estan constituidas por fibrina y detritus procedentes de

la destruccién de los neumocitos |, como se ve con microscopia Optica (Foto 127).

Foto 127. Membranas hialinas con tincion de PAS. X400. (Departamento de Ciencias Médicas

Basicas. Universidad de La Laguna).

Fase proliferativa (7-21 dias): Caracterizada por la proliferacién de los neumocitos tipo
Il que tapizan la superficie alveolar. En la microscopia electronica se observan unos
cuerpos lamelares que dan una imagen de reparacion formada por células altas que
recubren el interior del alvéolo. Si el estimulo de la noxa contintia y el proceso pulmonar
mantiene su actividad se va a producir un depésito de colageno en el intersticio,
ensanchandolo, al tiempo que disminuye el tamafo de los alvéolos y los separa,
produciéndose una fibrosis pulmonar que caracteriza las fases avanzadas del DAD

(Foto 128).

72



Introduccion

Foto 128. Fibrosis vista con tincion de Masson-Goldner. X200 (Departamento de Ciencias

Médicas Basicas. Universidad de La Laguna).

- Fase fibrética: La actividad fibroblastica tiene lugar desde el inicio, pero desde el punto

de vista clinico, se evidencia a partir de la 2-3 semana, afectando al pronéstico.
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4.8 LESION PULMONAR INDUCIDA POR LA VENTILACION MECANICA

La VM, como todo procedimiento médico, no esta exenta de complicaciones,
siendo una de las mas serias la lesion pulmonar inducida por la ventilacion mecanica
(que recibe el acrénimo de VILI, del inglés Ventilador Induced Lung Injury). Esta lesion
puede afectar a distintos 6rganos y empeorar la evolucion de los pacientes ventilados
mecanicamente (Dreyfuss y cols. 1995, 1998). Este fendmeno se puede producir en los
pulmones previamente sanos o en los que ya estan danados y presenta una incidencia
muy variable dependiendo de los estudios realizados pero, en pacientes ventilados
mecanicamente por otras causas distintas a SDRA, se situa alrededor del 24% (Gajic y
cols. 2004).

Cuando la lesion pulmonar que se produce es consecuencia de la ventilacion
mecanica, podremos utilizar el término, ya comentado, de VILI. Si, por el contrario, no
se puede demostrar una relacion de causalidad entre la lesion pulmonar y la ventilacion
mecanica, hablariamos de lesién pulmonar asociada a la ventilacion mecanica o VALI
(Ventilador Associated Lung Injury). En muchas ocasiones, el término VALI es mas
apropiado en el contexto clinico porque es virtualmente imposible probar, salvo en
investigaciones de laboratorio, que la lesién pulmonar es consecuencia de la ventilacion
mecanica. En la presente tesis doctoral emplearemos el término VILI en lugar de VALI,
al ser el mas usado en la literatura cientifica.

Solo 3 afios después de la primera descripcion de SDRA (Ashbaugh y cols. 1967)
y gracias al analisis de las propiedades mecanicas pulmonares a través de modelos
tedricos de elasticidad pulmonar, se desarroll6 la base conceptual de la VILI (Mead y
cols. 1970). En ese trabajo se llegé a la conclusion de que la aplicacién de altas
presiones transpulmonares en pulmones expandidos de manera heterogénea podria
contribuir al desarrollo de hemorragias pulmonares y de membranas hialinas.
Posteriormente, se demostrd por primera vez la relacion existente entre presiéon en la

via aérea y el dafio pulmonar y, de esta forma, que la ventilaciébn mecanica podia
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producir lesién pulmonar aguda en pulmones sanos. Ratas ventiladas con presiones
inspiratorias de 30 o0 45 cmH20O desarrollaron edema pulmonar a los 60 y 20 minutos,
respectivamente (Webb y cols. 1974). Otro aspecto clinicamente relevante que se
observd en ese estudio fue que la aplicacion de niveles de PEEP entre 10-14 cmH,0
manteniendo constante el nivel de presion tele-inspiratoria producia menor cantidad de
edema pulmonar.

Cada vez que un paciente se conecta a la ventilacion mecanica, debemos tener
en mente los aspectos anteriormente expuestos y utilizar estrategias ventilatorias
dirigidas a minimizar o impedir que esta lesion se desarrolle. Surge asi el concepto de
ventilacidn mecanica protectora, que tiene como principal objetivo la utilizacion de
parametros ventilatorios que han demostrado, por el momento, que no son lesivos para
el pulmoén. Esta forma de proteger al pulmdn que esta siendo ventilado cobroé verdadera
importancia tras los estudios publicados por la Acute Respiratory Distress Syndrome
network (ARDS network), red cientifica que, entre otros objetivos, estudia y divulga las
medidas preventivas relacionadas con las lesiones producidas por la ventilacion
mecanica. Varios de sus estudios demostraron una reduccién del riesgo relativo de
muerte del 22% cuando se utilizaba la ventilacion mecanica protectora en los pacientes
conectados a ventilacion mecanica (The ARDS network, 2000 y Brower y cols. 2004).

La presentacion clinica de la VILI es indistinguible de la del SDRA. Los
pacientes tipicamente desarrollan hipoxemia moderada-severa o requieren de forma
progresiva un aumento de la FiO, para mantener una oxigenacién adecuada. Esto se
suele acompanar de taquipnea, taquicardia, ansiedad, etc. La radiografia de torax
tipicamente muestra un nuevo infiltrado intersticial o una progresion de infiltrados
previos u opacidades alveolares de disposicidon, generalmente, bilateral. Otras pruebas
de imagen como la tomografia axial computarizada (TAC) toracica, muestran
consolidaciones heterogéneas y zonas no aireadas en las zonas declives pulmonares.
Diferentes estudios han mostrado una buena correlacién entre la masa de pulmén no
aireada, calculada mediante la TAC toracica, y la intensidad de las alteraciones en la
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oxigenacion (Gattinoni y cols. 1987). La ecografia pulmonar (Copetti y cols. 2008)
mostraria trastornos en la linea pleural (disminucién o ausencia de deslizamiento pleural
0 engrosamiento de la misma), consolidaciones alveolares y zonas pulmonares
parcheadas (alternancia entre zonas pulmonares que muestran unas caracteristicas
ecograficas de alteracion intersticial en forma de lineas B con otras zonas de patrén
pulmonar normal en forma de lineas A con deslizamiento pleural). Ademas se ha visto,
en pacientes politraumatizados con afectacién pulmonar, cédmo puede predecir el
desarrollo de SDRA (Leblanc y cols. 2014). Aunque la TAC es el patron de oro, la
ecografia pulmonar es una técnica de imagen que muestra un excelente rendimiento al
no precisar el traslado de estos pacientes (generalmente intubados, conectados a
ventilacién mecanica y hemodinamicamente inestables) a la sala de la TAC, no producir
radiaciones ionizantes, poder realizarla a la cabecera del paciente y ademas las veces
que la consideremos oportuna para monitorizar la evolucion clinica.

Asi, a nivel clinico, podriamos hablar de unas manifestaciones similares a las
establecidas en la Conferencia de Consenso Americana-Europea de SDRA de 1994
(Tabla 1) (Bernard y cols. 1994) o a la mas reciente Definicion de Berlin del SDRA (Tabla
2) (ARDS Definition Task Force. 2012).

En lo que a afectacion histologica se refiere, 1o que se aprecia en la VILI seria
indistinguible de los hallazgos relativos al dafo alveolar difuso (Tabla 3) (Katzenstein y

cols. 1976).
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Infiltrados bilaterales en la radiografia de térax

Deterioro del intercambio gaseoso con una relacion PaO2/FiO2<200 mmHg

Presion de enclavamiento pulmonar menor de 18 mmHg o ausencia de datos de

hipertension de auricula izquierda

Al menos un factor de riesgo asociado con el desarrollo de SDRA

Tabla 1. Criterios clinicos de SDRA segun Conferencia de Consenso Americana-Europea de
1994

Momento de aparicion: Dentro de la primera semana del comienzo de la causa

desencadenante o nuevo empeoramiento de la sintomatologia respiratoria.

Imagenes radioldgicas (Rx. de térax o TAC): Opacidades bilaterales no atribuibles a

derrames pleurales o a colapso lobar o pulmonar

Origen del edema: Fallo respiratorio no atribuible a fallo cardiaco o a sobrecarga
hidrica, siendo necesaria la valoracion objetiva (por ejemplo con ecocardiografia) que

excluya el edema hidrostatico.

Oxigenacion:
Afectacion leve: PaO2/FiO2 entre 200-300 mmHg con PEEP o CPAP 2 5 cmH20
Afectacion moderada: PaO2/FiO2 entre 100-200 mmHg con PEEP 2 5 cmH20

Afectacion severa: PaQ2/FiO2 menor 100 mmHg con PEEP =2 5 cmH20

Tabla 2. Definicion de Berlin de SDRA

Edema intersticial e intraalveolar

Presencia de membranas hialinas

Hiperplasia de células alveolares (neumocitos tipo Il)

Fibrosis intersticial

Tabla 3. Criterios histologicos de SDRA
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4.8.1 MECANISMOS DETERMINANTES DE VILI

Podriamos hablar de cuatro determinantes en el desarrollo de esta entidad
clinica: la sobredistensién alveolar (que recibe también el nombre de volutrauma), la
apertura y cierre continuo de los alvéolos (atelectrauma), el empleo de presiones en via
aérea altas (barotrauma) y, por ultimo, la liberacién de mediadores inflamatorios a la
circulacion sistémica con el ulterior desarrollo de una disfuncién multiorganica multiple
(biotrauma).

La sobredistensién alveolar y las atelectasias ciclicas son los principales
desencadenantes de la lesion pulmonar durante la ventilacion mecanica con presion
positiva. La aplicacion repetida de una excesiva tension y deformacion del tejido
pulmonar afecta a estructuras como el fibroesqueleto y la microvascularizacion
pulmonar, las pequefias vias aéreas y distales y los tejidos yuxta-alveolares,
reproduciendo aspectos clinicos e histolégicos de la lesién pulmonar aguda y del

sindrome de distress respiratorio agudo.

4.8.1.1 Sobredistension alveolar

En cada respiracion, la presidon necesaria para expandir los pulmones se
compone, a su vez, de dos tipos de presiones, una que se generara para superar la
resistencia de la via aérea y otra para superar las propiedades elasticas de los
pulmones. Cuando el flujo de aire es cero (como ocurre al final de la inspiracion), la
principal fuerza para mantener expandido el pulmén sera la presion transpulmonar (la
diferencia entre la presién alveolar y la presién pleural).

Son pocos los métodos de los que disponemos en la clinica para controlar la
sobredistension regional, utilizando habitualmente la limitacion de la presion de
insuflacion del ventilador como estrategia equiparable para controlar la sobredistension
alveolar. La presion alveolar es relativamente facil de valorar clinicamente y se

correspondera con la presion de la via aérea durante un periodo de flujo cero. En un
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paciente con ventilacidon mecanica que no hace esfuerzos espontaneos, la presion en la
via aérea que se mide durante el periodo en donde el flujo de aire se detiene al final de
la inspiracion es lo que se denomina presion plateau. Desafortunadamente, la presion
pleural, la otra variable necesaria para medir la presién transpulmonar, es mas dificil de
obtener utilizando en la clinica la presion esofagica que, en ocasiones, resulta
complicada de determinar y no se obtiene en todos los pacientes ventilados. De esta
forma, la presién plateau es la mas utilizada en la practica clinica habitual como
indicador de la sobredistension pulmonar.

Por otra parte, hay matices que debemos tener en cuenta a la hora de interpretar
los valores obtenidos de presion plateau. Si el paciente no esta realizando esfuerzos
respiratorios, la presién plateau representara la presién que se encarga de distender los
pulmones y la caja toracica. En los casos en los que esta ultima ha perdido sus
caracteristicas normales y se encuentra, por ejemplo, rigida (secundaria a patologias
qgue ocasionan restriccion, como la presencia de ascitis, derrame pleurales, etc.), una
gran parte de la presion entregada por el ventilador, se disipara en insuflar mas la pared
toracica que los pulmones, no siendo en estos casos las altas presiones en la via aérea,
valoradas a través de la presién plateau, indicativas de excesivas fuerzas de
estiramiento (Slutsky y cols. 2013).

La lesion pulmonar ocasionada por una distension alveolar excesiva conducira a
una elevada tensién en el alvéolo en cada insuflacion del respirador y sera la pieza clave
para el desarrollo de la VILI. Por otro lado, la interaccién de la pared toracica,
relativamente rigida, y del abdomen con los pulmones, generan mayores tensiones y
fuerzas (stress y strain) que el peso de los pulmones en si como responsables de la
deformacion pulmonar. El analisis con microscopia laser de pulmones lesionados, indica
la presencia de estructuras alveolares en dos estados, colapsadas y sobredistendidas,
junto con un numero variable de “bolsas” de aire de diferentes dimensiones rodeadas
por liquido y edema (Hubmayr y cols. 2002). Los alvéolos llenos de liquido crean areas
con alta tensién superficial, generando unidades pulmonares inestables que se abren y
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cierran continuamente por efecto de la ventilacion mecanica. Este hecho es clave para
desarrollar estrategias protectoras de ventilacion mecanica y para manejar
convenientemente a los pacientes sometidos a estas técnicas.

A nivel celular, la adaptacion y respuesta de las células alveolares es mas
complicada. Desde un punto de vista mecanico, la barrera alveolo-capilar normal,
cuando esta sometida a tension y a fuerzas de estiramiento, sufre, en primer lugar, una
ruptura de las uniones interendoteliales, originando una fuga de proteinas al espacio
intersticial. A medida que aumenta la tension sobre las células, tanto el endotelio como
el epitelio alveolar se rompen, y la fuga de proteinas origina el edema pulmonar (West
y cols. 1991).

Diferentes estudios en animales demostraron que los VT altos utilizados son los
responsables de la VILI, pero no las altas presiones empleadas, reemplazandose el
término de barotrauma, que hacia referencia a la lesién producida por presiones altas,
por el de volutrauma. En uno de estos experimentos (Dreyfuss y cols. 1995), tres grupos
de ratas se ventilaron con distinta estrategia ventilatoria. Uno utilizando altas presiones
y altos volumenes tidal; otro con bajas presiones y altos volumenes tidal; y el tercero
con altas presiones y bajos volumenes fidal. El unico que no desarroll6 lesién pulmonar
fue aquel en el que se emplearon bajos volumenes tidal. En este estudio se demostré
que la lesion pulmonar inducida por la ventilacion mecanica se desarrollaba en mayor
grado como consecuencia de emplear altos volumenes tidal, mas que por el empleo de

altas presiones inspiratorias (Gréficas 11, 12, I3).
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Graficas I1, 12, 13. Los efectos de varias modalidades de ventilacidn a presion positiva en ratas.
El agua extravascular pulmonar, el peso pulmonar en seco y la albumina a nivel intersticial son
indicadores del desarrollo de lesion pulmonar. Estos trastornos se indujeron en ratas ventiladas

con altas presiones y altos volumenes tidal (AP + AV), bajas presiones y altos volumenes tidal

81



Introduccion

(BP + AV), pero no en aquellos animales ventilados con altas presiones pero bajos volimenes

tidal (AP + BV).

En otro de los trabajos (Hernandez y cols. 1989), se valoro si el aumento de la
permeabilidad capilar era el resultado de la sobredistension pulmonar o debido a un
efecto directo de la presion inspiratoria aplicada. Para ello compararon el coeficiente de
filtracion capilar (una medida de la permeabilidad capilar) en conejos en los que se utilizé
ventilacién mecanica con diferentes presiones inspiratorias (15, 30 0 45 cmH,O) durante
1 hora. En uno de los grupos experimentales se limité la expansion toracica por medio
de un yeso que abarcaba todo el térax y abdomen. El grupo en el que no se limit6 la
expansion toracica desarrollé lesién pulmonar secundaria a la ventilacion mecanica a
presiones inspiratorias de 30 y 45 cm H20, en los que se obtuvo un coeficiente de
filtracion capilar superior, en un 31% y 430 % respectivamente, al basal. El grupo en
donde se limit6 la expansion toracica no desarrollé lesion pulmonar con ninguna de las
presiones utilizadas, no aumentando el coeficiente de filtracion capilar (Grafica 14),
concluyendo los autores que la distensién pulmonar producida por el volumen, mas que
las presiones empleadas, producen dafio microvascular en los pulmones. Estos
hallazgos se confirmaron posteriormente en un estudio practicado en corderos, en el
cual se aprecié que la sobredistension pulmonar incrementa la permeabilidad vascular

a las proteinas (Carlton y cols. 1990).
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Grafica 14. Efecto de limitar la expansion toracica por medio de un yeso en el térax sobre el
desarrollo de VILI en conejos. Los conejos fueron ventilados con presiones inspiratorias pico
(PIP) de 15, 30 o0 45 cmH20. La lesion pulmonar se valoro por los cambios en el coeficiente de
permeabilidad vascular. Los animales en donde no se Ilimitd la expansion toracica
experimentaron lesion pulmonar a niveles de PIP de 30 y 45 cmH20. Esta complicacién se
previno completamente en el grupo en donde se limit6 la expansion toracica, indicando que la
lesion pulmonar se debe a que los elevados volumenes tidal inducen un incremento en la presion

de via aérea (volutrauma) y no porque se alcancen niveles elevados de presion per se.

Estos estudios experimentales revelan que la utilizacion de volumenes
inspiratorios altos, mas que las presiones intratoracicas elevadas, por si solos, originan
lesion pulmonar inducida por la ventilacion mecanica en animales con pulmones sanos.
Existe también evidencia de que la sobredistensién alveolar puede inducir o exacerbar
una lesion pulmonar en humanos. En un estudio observacional de 332 pacientes
sometidos a ventilacion mecanica, VT altos fueron identificados como factores
independientes de riesgo para VILI (odds ratio 1,3, por cada ml que superase los 6 ml/kg
peso ideal), junto con la transfusion de hemoderivados, la acidemia y la enfermedad
restrictiva pulmonar previa (Gajic y cols. 2004). Por lo tanto, es el efecto negativo que
produce sobre el pulmon la sobredistension del tejido pulmonar mas que la presion en

la via aérea lo que lesiona en mayor medida las unidades pulmonares.
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4.8.1.2 Atelectrauma

La expansién alveolar ciclica (durante la inspiracion) y el colapso (durante la
espiraciéon) generan unas fuerzas que, por efectos de la distensién que generan, cizallan
las estructuras alveolares y originan lesion pulmonar en modelos animales. Este
fendmeno de apertura y cierre repetido ha servido como explicacion para la formacién
de edema pulmonar. Este proceso, denominado atelectasias ciclicas o atelectrauma, se
ve facilitado cuando se ventila sin PEEP o con un nivel inadecuado de la misma, dando
lugar a fendmenos de caracter inflamatorio en el alvéolo.

En estudios experimentales en animales y humanos en los que se empled la
ventilacién mecanica con niveles bajos de PEEP se aprecié como se producia elevacién
de los marcadores inflamatorios en el lavado broncoalveolar (BAL). En un trabajo en el
que se compararon pacientes con SDRA con otros pacientes ventilados por otras
causas y en el que se estudiaron ciertos parametros que estaban relacionados con la
migracion transendotelial de células polimorfonucleares (a través de la expresion de
moléculas de adhesion y de organizacion del citoesqueleto), se aprecié como los PMN
en sangre y en BAL se activaban, como lo demostraba el descenso en la expresion de
la L-selectina CD62L, la disminucién del contenido de F-actina y la elevacién en la
expresion de la beta2 integrina CD11b. Ademas, el grado de activacion de
polimorfonucleares aumentaba con el grado de lesién pulmonar y con el nivel de factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-8 (Chollet-Martin y cols. 1996).

En otro estudio experimental, en el que se analiz6 el agua extravascular
pulmonar (EVLW) dependiendo de los niveles de PEEP y de los volumenes tidal
utilizados, se estudid a 21 cerdos a los que se les provocé un edema pulmonar con
acido oleico. Se distribuyeron en 3 grupos segun la forma en la que se programaban los
parametros ventilatorios. En uno de los grupos se empleé un VT de 12 mil/kg sin PEEP,
en otro grupo PEEP de 10 cmH2O y VT de 12 ml/kg y en el ultimo grupo se combind

PEEP de 10 cmH.O y VT de 6 ml/kg. Se concluyd que en el grupo en el cual se utilizé
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PEEP de 10 cmH20 de forma precoz y VT de 6 ml/kg, el EVLW se redujo (Colmenero y
cols. 1997).

En otro estudio, se emplearon diferentes estrategias ventilatorias para valorar la
liberacién de mediadores inflamatorios y cémo se veia esto afectado dependiendo de
diferentes niveles de PEEP empleada. Los autores establecieron 4 grupos de animales
(ratas Sprague-Dawley): grupo control (C) que se ventilé con VT de 7 ml/kg y PEEP de
3 cmH20, grupo con moderado VT y alta PEEP (MVHP: VT de 15 ml/kg y PEEP de 10
cmH20), grupo de moderado VT y sin PEEP (MVZP: VT de 15 ml/kg y PEEP de 0
cmH20) y, por ultimo, el grupo con alto volumen y sin PEEP (HVZP: VT de 40 mi/kg y
PEEP de 0 cmH20). Se observé que la combinacion de 0 cmH20 de PEEP con VT altos
(40 ml/kg) producia un aumento en la concentracion de mediadores inflamatorios (TNF-
a, IL-6, IL-1P, IL-10, IFN-y MIP-2 -proteina inflamatoria de los macréfagos- medidos por
ELISA) en el lavado pulmonar que podia llegar hasta 56 veces con respecto al grupo
control. Si, por el contrario, se empleaba PEEP (grupo MVHP), la liberacién de, por
ejemplo, TNF-a solo era 3 veces superior con respecto al grupo control (Tremblay y cols.

1997) (Grafica I5).
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Gréfica I5. Efecto de diferentes estrategias ventilatorias sobre la produccion de citoquinas en el
lavado pulmonar de ratas. C: Grupo control (7 ml/kg y PEEP de 3 cmH:20); MVHP: VT de 15
ml/kg y PEEP de 10 cmH20; MVZP: VT de 15 ml/kg y PEEP de 0 cmH20 y HVZP VT de 40 ml/kg

y PEEP de 0 cmH20.

Este estudio, que sirve también para enlazar con el siguiente apartado referente
al biotrauma, apoya el concepto de que la ventilacibn mecanica puede tener una
influencia significativa sobre la liberacién de mediadores inflamatorios y que juega un
papel crucial en el inicio de una posible respuesta inflamatoria sistémica. Ademas, con
el empleo de PEEP y la limitacion de los fendmenos de roce, comentados con
anterioridad, se puede disminuir este fenémeno.

Por lo tanto, cierto nivel de PEEP es beneficioso para limitar la aparicion de
VILI, coincidiendo la mayoria de los estudios en que la PEEP deberia establecerse
basandose en el analisis de la curva presiéon-volumen (curva P-V) y de su punto de
inflexion inferior. Esta curva (Grafica 16) es la representacion grafica del volumen
pulmonar para una presion estatica determinada (en ausencia de flujo en la via aérea).
En el eje de ordenadas se representa el volumen y en el de abscisas la presion. En el

caso de la lesion pulmonar, la curva tiene una morfologia sigmoidea en la que se pueden
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diferenciar, en su parte inspiratoria, dos puntos de maxima curvatura en los que la
distensibilidad cambia con mucha rapidez. Son los denominados puntos de inflexion,
uno inferior y otro superior. El punto de inflexién inferior (PIl) corresponde con el volumen
y presién a la cual existe un mayor aumento de la distensibilidad del sistema respiratorio.
Este punto reflejaria la reexpansion del parénquima atelectasico y ha sido considerado
como el punto de minima presion requerida para reclutar un alvéolo colapsado. El nivel
de PEEP a partir de este punto mejora la oxigenacion en pacientes con lesién pulmonar
(Suter y cols. 1975, Matamis y cols. 1984). En cambio, el punto de inflexién superior
reflejaria el inicio de la sobredistension alveolar e indicaria qué presion no se debe
superar. En los ultimos afios también se ha prestado atencion a la rama espiratoria de
la curva P-V y al punto de inflexion que en ella aparece, denominado punto de maxima
curvatura (PMC), como la zona en la que comenzaria el desreclutamiento alveolar

(Albaiceta 2009).

25004
20004
PMC PIS
15004
Volumen (ml) 1000
= PII
0
0 10 20 30 40

Presion (crmH20)

Gréfica 16. Curva P-V. PIll: Punto de inflexién inferior. PIS: Punto de inflexiéon superior. PMC:

Punto de maxima curvatura.

Una critica al uso de la curva presion-volumen es que no tiene en cuenta

aumentos de la presién pleural o intraabdominal.
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Con el objetivo de inducir colapso alveolar y valorar si niveles de PEEP ajustados
segun el punto de inflexién de la curva P-V mejoraban la oxigenacion, se estudié a 16
conejos a los que se les realizd, de forma repetida, lavados bronco-alveolares para
disminuir sus niveles de surfactante. A 8 de esos animales se les ventil6 con PEEP por
debajo del Pll y a los 8 restantes con PEEP ajustada segun este Pll. Se observé como,
en este ultimo grupo, la oxigenacién arterial era mejor y cémo en el grupo con menor
PEEP existia mayor incidencia de membranas hialinas (Argiras y cols. 1987). Similar
conclusion referente a la mejoria de la oxigenaciéon cuando se ajustaba la PEEP segun
el Pll se obtuvo en un experimento realizado con posterioridad. En cambio, a diferencia
del primero de los estudios no se apreciaron cambios histolégicos significativos (Sohma
y cols. 1992). Estos experimentos han sido cuestionados haciendo referencia a que el
Pll representa solo el inicio del reclutamiento alveolar y que no se ha encontrado una
correlacion entre el PIS y la sobredistension alveolar (Lichtwarck-Aschoff y cols. 2000).
Es por ello por lo que actualmente se pretende estudiar el PMC de la rama espiratoria
al asumir que la PEEP es un fendmeno espiratorio. Una estrategia ventilatoria dirigida a
evitar completamente el colapso alveolar podria utilizar este punto como referencia a la
hora de pautar la PEEP. De todas formas, se han obtenido excelentes resultados
clinicos en pacientes con SDRA cuando se administra de forma precoz una estrategia
ventilatoria basada en VT bajos (5-8 ml/kg peso ideal) y en valores de PEEP por encima

de 2 cmH0 del PII (Villar y cols. 2006).

4.8.1.3 Barotrauma

El barotrauma fue el primero de los mecanismos determinantes de la VILI que
se describié. En 1745, Fothergill advirtié de la presencia de barotrauma en su estudio
sobre la resucitacion de un hombre mediante la insuflacion pulmonar (Fothergill
1745).Como consecuencia de presiones transpulmonares altas se produce la ruptura de
los alvéolos y fugas aéreas secundarias, en forma de neumotdrax, neumomediastino,
neumoperitoneo o enfisema subcutaneo. Con anterioridad comentamos que la presion
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plateau es la medida mas relevante para prevenir el barotrauma producido por la VM.
La incidencia de barotrauma aumenta de manera significativa en pacientes con Pplat
>35 cmH;0, lo cual se reflejé en un metaanalisis de 14 estudios (2270 pacientes con
SDRA) que demostro la relacion entre barotrauma y Pplat >35 cmH20 o distensibilidad
<30 ml/cmH.O (Boussarsar y cols. 2002). De todas formas, el punto crucial en la
génesis de la VILI es la sobredistension pulmonar (volutrauma) y no el aumento de la

presién por si misma.

4.8.1.4 Biotrauma

Los efectos adversos de la ventilacién mecanica se pensaba que eran debidos
solo a factores mecanicos, como los efectos hemodinamicos secundarios a la
disminucién del retorno venoso o el barotrauma producido por la sobredistensién
alveolar. Posteriormente, las investigaciones han revelado otros tipos de VILI, como son
el dafio alveolar difuso o la liberacion de mediadores inflamatorios, definido esto como
biotrauma (Tremblay y cols 1998). Este término hace referencia al tipo de reaccion
biolégica que se produce en respuesta a fuerzas mecanicas. Las estrategias
ventilatorias que han demostrado ser lesivas para el pulmoén ocasionarian la liberacién
de mediadores inflamatorios y la activacion del sistema inmune. Con el estudio de los
mecanismos relacionados con la activacion del sistema inmune por la ventilacion
mecanica se desarrolla el concepto de mecano-transduccion (Uhlig 2002). Este término
se utiliza para describir los procesos de sefalizacién celular que aparecen en respuesta
afuerzas mecanicas externas. Los receptores transmembrana tales como las integrinas,
los canales ionicos y el citoesqueleto per se destacan como los principales responsables
en detectar estas sefiales mecanicas para comenzar con determinados procesos
celulares.

Estos planteamientos ayudan a entender el porqué la mayoria de los pacientes
con SDRA no fallezcan por hipoxemia, sino tras el desarrollo de un cuadro de disfuncién
multiorganica que, al igual que afecta al pulmon, involucra a otros 6rganos (Pl6tz y cols.
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2004). En estudios anteriores, en los que se utilizaron ovejas que se ventilaron con
presiones pico de 50 cmH2O (correspondiente a un VT de 50-70 ml/kg), se observd
cémo fallecian por fallo multiorganico en las 48 horas siguientes de entrar en el estudio
(Kolobow y cols. 1987).

Numerosos estudios han aportado evidencia al hecho de que la ventilacion
mecanica en pulmones enfermos puede exacerbar la lesién pulmonar aguda presente y
originar una respuesta inflamatoria. La mayoria de los estudios experimentales
demuestran que la sobredistension pulmonar y/o los fenédmenos ciclicos de apertura y
cierre alveolar pueden ocasionar un incremento en la liberacion de citoquinas
(Halbertsma y cols. 2005). A esto se afade que, al estar aumentada la permeabilidad
pulmonar, estas citoquinas pueden experimentar fenédmenos de translocacion y pasar
del alvéolo a la circulacion sistémica. La lesién pulmonar y la respuesta inflamatoria
forman un proceso complejo en el que las citoquinas juegan un papel importante. Las
citoquinas son proteinas de bajo peso molecular que establecen sefales entre las
células involucradas en la respuesta inflamatoria. Se producen por las células epiteliales
bronquiales, bronquiolares y alveolares, pero también por los macréfagos alveolares y
los neutrdfilos. El balance entre las citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a, IL-1, IL-
6 e IL-8 y las anti-inflamatorias, como la IL-2, IL-4, es esencial para dirigir la respuesta
inmune.

En un experimento en donde se someti6 a células pulmonares aisladas
(macrofagos alveolares) a fendmenos ciclicos de estiramiento, se aprecié como existia
un aumento en la liberaciéon de mediadores inflamatorios, incluyendo el TNF-qa, IL-6 e
IL-8 (Pugin y cols. 1998). La principal fuente de estas citoquinas son los macréfagos
alveolares y se ha visto que el TNF-a e IL-1 inducen la activacién del factor de
transcripcion NF-kB, proteina de union a ADN que actia como mensajero comun en la
liberacion de las citoquinas y la inflamacién y cuyo bloqueo disminuye la aparicion de
VILI. Esto se considera un paso crucial en la transcripcion de genes necesarios para
perpetuar la respuesta inmunitaria innata que finalmente se traduce en la activacién y
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extravasacion de leucocitos polimorfonucleares y de otras células inmunitarias, un
proceso que comienza en los primeros minutos del inicio de la ventilacion mecanica. La
dexametasona previene el incremento de IL-8, TNF-a y NF-kB (Held y cols. 2001).

Los leucocitos son principalmente activados y atraidos a los pulmones por medio
de las quimioquinas y por la IL-8 (Puneet y cols. 2005). Ademas, si empleamos
productos con actividad quimiotactica de PMN, como el leucotrieno B4, no se ocasiona
lesion pulmonar al no aumentar la permeabilidad a las proteinas de la barrera epitelial
(Martin TR y cols. 1989), indicando que otros factores, posiblemente las citoquinas, son
necesarias para activarlos. Esta activacion y atraccion de leucocitos es un aspecto muy
importante en el biotrauma. En estudios experimentales utilizando animales con PMN
poco activos se aprecio una reduccion significativa del grado de VILI (Kawano y cols.
1985). Esto sugiere que los mediadores liberados desde los neutrdfilos juegan un papel
importante en la VILI.

Otro aspecto importante en la VILI es la relacion existente entre las citoquinas y
el surfactante. La disfuncién del surfactante, o su déficit, es un aspecto relevante en la
lesion pulmonar. La inflamacion y, mas especificamente, las citoquinas como el TNF-a
y la IL-1 disminuyen el surfactante y, directa o indirectamente, inducen filtrado alveolar
de proteinas que secundariamente inhiben la funcion del surfactante (Rimensberger
2002).

En estudios en humanos también se ha visto que el biotrauma es un factor
importante en el desarrollo de VILI y que la VM puede inducir la liberacion de mediadores
de la inflamacion que puede ser limitada utilizando estrategias ventilatorias que
minimicen la sobredistension y los fendmenos de reclutamiento y desreclutamiento
alveolar. En un estudio aleatorizado en pacientes con SDRA, en un grupo se utilizé una
estrategia ventilatoria convencional (VT de 10-12 mi/kg y PEEP para producir la mejor
oxigenacion sin producir trastornos hemodinamicos) y en el otro grupo se ventilo a los
pacientes con una estrategia protectora disenada para minimizar la tensién sobre el
pulmoén (VT que produjese una Pplat por debajo del punto de inflexién superior y PEEP
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por encima del punto de inflexion inferior). Los autores apreciaron como hubo un
descenso significativo de citoquinas en el lavado broncoalveolar y en el suero en el
grupo tratado con ventilacion protectora (Ranieri y cols. 1999).

De forma similar, en un estudio posterior también se aprecié un descenso
(Grafico 17)) de la IL-6 y de la IL-8 (de un 26% y 12% respectivamente) en el grupo de
pacientes ventilados con VT de 6 ml/kg peso ideal (Pplat <30 cmH20) frente a los
ventilados con VT de 12 mi/kg peso ideal (Pplat <50 cmH>0). Ademas, los niveles de
IL-6 e IL-8 se asociaron con un aumento de la mortalidad mientras que el volumen tidal
bajo se asocidé con una atenuacion mas rapida de la respuesta inflamatoria (Parsons y

cols. 2005).
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Grafica I7. Porcentaje de reduccién de la IL-6 e IL-8 en el grupo ventilado con VT 6 mI/Kg con

respecto al que empled un VT de 12 ml/kg.

En otro estudio, en el que a pacientes con lesién pulmonar aguda que recibian
una ventilacién protectora (VT 5 ml/kg y PEEP de 15 cmH20), se ventilaron con VT de
12 ml/lkg y PEEP de 5 cmH;O durante 6 horas, se aprecié una elevacion de las
citoquinas plasmaticas y en el lavado broncoalveolar dentro de la primera hora del

cambio de parametros ventilatorios (Stlber y cols. 2002).
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Para estudiar como la VILI puede afectar a 6rganos a distancia, Liu YY y cols.
(2014) ventilaron a un grupo de ratas con un VT de 40 ml/kg para inducir VILI y otro
grupo con un VT de 6 ml/kg, encontrando que en el primer grupo con respecto al
segundo se elevaron los mediadores inflamatorios en el BAL, higado, rifidn y corazon.

En el siguiente esquema se presenta un modelo de lesion pulmonar (Figura 19)
relacionando la tension y estiramiento de la pared alveolar por la ventilacion mecanica

con la inflamacién (Marini y cols. 2004)
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epiteliales
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W
C3s0ada Inflamataria
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g inflamacidn

Figura 19. Modelo de lesion pulmonar.

4.8.1.5 Interrelacién de acontecimientos

Cuando la ventilacién ocurre a bajos volumenes pulmonares, la lesién pulmonar
puede originarse por la apertura y cierre de las unidades alveolares que ocasionan el
denominado atelectrauma y que se magnifica por la heterogeneidad pulmonar. La
existencia en el pulmoén de zonas heterogéneas, con atelectasias al lado de zonas
aireadas, provocan durante la insuflacién grandes fuerzas de estiramiento que agravan
la lesion pulmonar. Estas presiones de cizallamiento (shear stress) se producen por la

amplificacion de la presion inspiratoria en un alvéolo abierto, cuando este se encuentra
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al lado de otro colapsado. Ademas, debido al dafio de la barrera epitelial y del endotelio
capilar, se pierde el surfactante perialveolar, lo que hace al alvéolo mas proclive al
colapso.

Por otro lado, la ventilacidn mecanica que ocasiona sobredistension alveolar
aumentara la permeabilidad de la barrera alveolo-capilar y el edema pulmonar y la
aplicacion de excesiva presion al alvéolo conducira a la rotura del epitelio alveolar. El
aire pasa al espacio intersticial, desde el cual sigue los planos de tejido, para acumularse
en el mediastino, pleura, peritoneo o regiones subcutaneas.

Por lo tanto, la VM aplicada de forma lesiva originara unas alteraciones
estructurales(desprendimiento de células epiteliales bronquiales y alveolares, formacién
de una membrana hialina rica en proteinas, etc.), bioldgicas (adherencia de neutrdfilos
al endotelio vascular danado, liberacion de mediadores pro y anti-inflamatorios, etc.),
fisioloégicas (entre otras, hipoxemia, hipercapnia, disminucion de la distensibilidad) y
sistémicas (por fendmenos de translocacion bacteriana que pueden desencadenar en
fallo multiorganico).

En las siguientes figuras 110, 111, 112 se muestra la secuencia de estos hechos

(Slutsky y cols. 2013).
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Figuras 110, 111, 112. Desde el atelectrauma y la sobredistension alveolar al biotrauma
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4.9 LESION PULMONAR ASOCIADA A LA HIPEROXIA (HALI)

El descubrimiento de O2 en el siglo XVIII y su vinculacion con el metabolismo
levanté rapidamente especulaciones sobre su uso potencial para el tratamiento de
enfermedades cardiacas y pulmonares. Casi al mismo tiempo comenzo la preocupaciéon
de que la utilizacion de O; puro podia causar dano pulmonar. Ahora, casi 240 anos
después del descubrimiento del O, el limite superior médicamente seguro y la duracion
de la fraccion inspirada de O (FiO2) contintdan resultando inciertos. Segun los estudios
que se han realizado en animales y en humanos, altas concentraciones de oxigeno
pueden causar un amplio abanico de lesiones a nivel pulmonar, desde una afectacion
leve del arbol traqueo-bronquial hasta el desarrollo de un dafo alveolar difuso (Deneke
y cols. 1980), siendo esto ultimo indistinguible del SDRA.

En la segunda mitad de la década de 1960 se describié como la exposicion a
FiO, elevadas utilizadas durante la ventilacion mecanica alteraba el intercambio
gaseoso y ocasionaban alteraciones estructurales del aparato respiratorio a distintos
niveles (Nash y cols. 1967). Estos autores apreciaron un mayor grado de lesiones
pulmonares en aquellos pacientes ventilados durante mas de 10 dias con FiO> mayor
de 0,9. Los pulmones de estos pacientes presentaban cambios histolégicos similares a
los descritos con anterioridad en modelos animales con lesién pulmonar asociada a la
hiperoxia (HALI), caracterizados por una fase exudativa que progresaba a una fase
proliferativa o fibrética. Entre los mecanismos involucrados en la aparicion de estas
alteraciones funcionales en humanos estan sobre todo los mecanicos, consistentes en
la produccion de atelectasias por reabsorcién, la hipercapnia hiperdxica, el dafio del
epitelio bronquial con aparicion de bronquitis hiperdxica y la disminucion de la eficacia
del epitelio ciliar y de la funcion bactericida bronquial. Como consecuencia de todos
estos fendmenos se originan alteraciones funcionales consistentes en la disminucion de
la distensibilidad pulmonar, alteracion de la mecanica pulmonar y empeoramiento del

intercambio gaseoso, ademas de un aumento de la susceptibilidad a la infeccion.
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Los radicales libres de oxigeno pueden promover una respuesta inflamatoria con
la liberacion de citoquinas y factores de crecimiento endotelial que ocasione dafo celular
y apoptosis. Dentro de los sistemas fisioldgicos antioxidantes, existen tres procesos
enzimaticos que tienen lugar en las células de los animales para metabolizar el oxigeno:
1.- La superodxido-dismutasa (SOD) convierte el anion superéxido en especies menos
lesivas, como el peroxido de hidrogeno (Figura 11). La SOD existe a nivel extracelular,
citoplasmatico (conteniendo manganeso), y mitocondrial (conteniendo cobre y zinc). En
aquellas situaciones en las que se administran altas concentraciones de O durante
largo tiempo, la SOD ofrece proteccion frente al exceso de ROS. Los intentos de
incrementar artificialmente los niveles de SOD para proporcionar esta proteccion en
estados de enfermedad han sido en su mayoria infructuosos. La perspectiva de
desarrollar moléculas que catalizan la misma reaccion, miméticos de SOD, es una
potencial via terapéutica para el futuro.

2.- La catalasa tiene una distribucion similar a la SOD y convierte el perdxido de
hidrogeno en moléculas menos dafinas (Figura 113).

3.- La glutation-peroxidasa reacciona también frente a las ROS y detiene las reacciones
de peroxidacion lipidica, utilizando como catalizador al glutation reducido (dos moléculas
de glutation-peroxidasa son oxidadas a una molécula de glutation reducido),

produciendo agua.
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Figura I13. La reduccion del oxigeno a agua catalizada por 2 sistemas enzimaticos

antioxidantes.

Aunque la hiperoxia dafa tanto al epitelio alveolar como a los macréfagos vy el
endotelio vascular, esto puede ocurrir a través de distintos pasos. Un hallazgo continuo
en modelos animales es la apreciacion de que el endotelio vascular es mas susceptible
a la hiperoxia, siendo ademas el dafio mas extenso y manifestandose temporalmente
antes que el dafio en el epitelio alveolar, entre 40-60 h antes (Crapo y cols. 1980). El
dano endotelial ocasiona agregacion plaquetaria a lo que sigue la infiltracion neutrofilica,
aspectos ambos que se relacionan con la generacién de especies reactivas de oxigeno
que dan lugar a una lesién secundaria.

La susceptibilidad del endotelio capilar a la hiperoxia puede estar relacionada
con su mayor actividad en la regulacion de numerosas sustancias vasoactivas que
pasan a través de la circulacion pulmonar (serotonina, noradrenalina, bradiquinina,
angiotensina, prostaglandinas, activador del plasminégeno tisular, etc.). También, el
endotelio es una fuente de 6xido nitrico que puede potenciar la lesion celular por medio
de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno. Hay que considerar que la ventilacion

mecanica utilizando parametros ventilatorios que ocasionen sobredistension y
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deformacion alveolar también afecta al metabolismo endotelial, lo que unido a la
alteracion descrita puede exacerbar la HALI. Por ultimo, el endotelio vascular no posee
la misma capacidad de producciéon de sustancias antioxidantes como la que tienen las
células alveolares.

Tras la lesion inicial ocasionada tanto a nivel endotelial como epitelial, se libera
IL-1 la cual inicia la produccién y liberacién de otras citoquinas, como la IL-6 y la IL-8.
Sucesivamente, estas citoquinas estimulan la liberacion de otras moléculas que atraen
y activan a neutrdéfilos, macréfagos y otras células inflamatorias, ocasionando un
aumento de la permeabilidad vascular y de la produccion de especies reactivas de
oxigeno. Las citoquinas antinflamatorias, como la IL-10, IL-11, IL-13, y algunos factores
de crecimiento estan sobreestimulados en respuesta a esta hiperoxia, en particular la
IL-11, que parece que limita la peroxidacion lipidica y la permeabilidad capilar-alveolar,
asi como el dafio sobre el ADN. Entre estos factores de crecimiento esta el factor de
crecimiento del endotelio vascular (cuya produccion esta estimulada por la hiperoxia) o
el factor de crecimiento queratinocitico, el cual puede inducir la hiperplasia de las células
alveolares tipo Il, lo cual caracteriza la respuesta adaptativa a la hiperoxia cronica.
Ademas, estos factores de crecimiento disminuyen el dafio sobre el ADN y pueden
proteger al epitelio alveolar y al endotelio vascular. Estas citoquinas y factores de
crecimiento ejercen un efecto protector ya sea por la liberacion de mecanismos de
defensa antioxidante como por la atenuacion de las vias de sefalizacién de muerte
celular (Bhandari y cols. 2006).

En diferentes modelos de pulmones hiperdxicos se ha visto un incremento de la
actividad de la caspasa, que se considera como una via irreversible de la apoptosis. Asi,
se ha demostrado un papel critico de la activacién de la caspasa-8 en el desarrollo de
esta muerte celular (Wang X y cols. 2003). Un paso clave en el HALI es el relacionado
con el desencadenamiento (triggering) de la apoptosis, 0 muerte celular programada, a
partir de moléculas de sefalizacién que instruyen a la célula a destruirse. Por el
contrario, la necrosis, o0 muerte celular no programada, ocurre secundaria a la lesién que
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produce peroxidacion lipidica en la membrana celular, disfuncion enzimatica y
fragmentacion del ADN. El comienzo de la apoptosis ocurre a través de una via
extrinseca y de otra intrinseca. En la primera de ellas estan involucrados los receptores
de la superficie celular que activan las proteasas (enzimas que inician el catabolismo),
como la caspasa-8. La via intrinseca se cree que es mas importante durante el HALI y
se inicia tras el dafno que sufre la membrana de la mitocondria por las especies reactivas
de oxigeno y la liberacion de citocromo C dentro del citoplasma, lo que origina la
activacion de la caspasa 9 (a través de la activacion del factor activador de la proteasa
apoptotica). Frente a estas sefales de apoptosis, estudios recientes evaluan la
participacion de vias de senalizacion antiapoptética como la que se realiza a través de
TLRA4 (tool-like receptor 4), que se relaciona con la inmunidad innata y cuya deficiencia
se ha relacionado con mayor mortalidad por HALI, como se demostré en un modelo de
ratén sometido a hiperoxia y en el cual el déficit de TLR4 facilito la susceptibilidad a la

hiperoxia (Zhang y cols. 2005).
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4.10 PREVENCION DE VILI

Hace algo mas de 50 afos, un trabajo realizado en pacientes quirurgicos
demostré que el empleo de volumenes tidal altos (>10 mil/kg peso ideal) durante la
intervencion quirdrgica producia menos acidosis e hipoxemia (Bendixen y cols. 1963).
Estos hallazgos fueron muy importantes para la época debido, entre otros aspectos, a
la falta de monitorizacién existente, y el empleo VT de 10-12 ml/kg supuso un estandar
en el manejo ventilatorio de todos los pacientes (quirdrgicos o no). El empleo de VT
altos, como ya hemos comentado, lesiona el pulmén a través del aumento de la presién
transmitida al alvéolo o presion transpulmonar.

En 1995 se publicé el primer estudio prospectivo aleatorizado que comparé en
28 pacientes, la estrategia de ventilacion mecanica convencional para el SDRA (VT de
12 ml/kg, minima PEEP, normocapnia) con una nueva técnica de ventilacién de
proteccion pulmonar que se basaba en volumenes tidal bajos (VT 6éml/kg), PEEP por
encima del Pll de la curva P/V, mantener una presion diferencial entre la Pplateau y la
PEEP (driving pressure) menor de 20 cmHO, hipercapnia permisiva y empleo de modos
de ventilacion controlados por presion. Con esta estrategia protectora se aprecio una
mejoria de la funcién pulmonar y mayores posibilidades de destete de la ventilacion
mecanica (Amato y cols. 1995). Esta estrategia ventilatoria se validd posteriormente en
un estudio que incluyé a 53 pacientes con SDRA. Los parametros ventilatorios
empleados fueron, en el grupo de ventilacion protectora, VT 6 ml /kg, driving pressure 'y
presion pico de en la via aérea por debajo de 20 y 40 cmH20 respectivamente y PEEP
2 cmH20 por encima del Pll. En el grupo de ventilacion convencional se empled VT 12
ml/kg, presion parcial de CO; entre 35-38 mmHg y PEEP titulada a la mejor PaOy/FiO..
Este estudio aprecid una mejoria de la supervivencia a los 28 dias en el grupo de
ventilacién protectora (mortalidad 38%) frente al grupo de ventilacién convencional

(mortalidad 71%), mayor éxito en el destete de la ventilacion mecéanica (66% en el que
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se utilizé ventilacion protectora frente a un 29% del grupo control) y una baja tasa de
barotrauma (7% en el grupo a estudio frente a 42% en el grupo ventilacién convencional)
(Amato y cols. 1998). Posteriormente, en un estudio prospectivo sobre 861 pacientes
con SDRA se confirmé una reduccion del 22% en la mortalidad de esta estrategia
respecto a la convencional (The Acute Respiratory Distress Syndrome Network, 2000).

Por lo tanto, podemos decir que la prevencion de la VILI podria, basicamente,
abordarse a partir de dos enfoques: 1) limitando la sobredistension y deformacién
alveolar a través de la reduccion del VT y, de esta forma, del volumen pulmonar tele-
inspiratorio (lo cual puede ser evaluado indirectamente por la presion plateau); y 2)
reduciendo la apertura y cierre alveolar (atelectrauma) gracias a la utilizacion de una
PEEP adecuada.

Mientras que el primero de los abordajes es, actualmente, incuestionable gracias
a estudios en los que se ha demostrado que la reducciéon de la mortalidad en pacientes
con SDRA es debido, entre otros aspectos, a la disminucion del VT, el segundo de los
planteamientos ha sido mas dificil de demostrar y continlia siendo debatido. Estudios
clinicos de alta calidad (Brower y cols. 2004, Meade y cols. 2008 y Mercat y cols. 2008),
no han podido demostrar que estrategias en las que se utilizan niveles altos de PEEP
mejoren la supervivencia. Aunque un metaanalisis (Briel y cols. 2010) de estos ensayos
clinicos demostré una reduccién del riesgo relativo de mortalidad en los pacientes mas
graves (aquellos que presentaban SDRA frente a los que tenian lesién pulmonar aguda
sin SDRA), cuando se utilizaban niveles altos de PEEP, esto no se puede tomar como
prueba definitiva, aunque si como hipétesis para ser estudiada por otros estudios
randomizados.

A estos dos enfoques podriamos anadir un tercero, que seria el del control de la
FiO; utilizada para evitar que el oxigeno sea también otro factor determinante de la VILI.

Por otro lado, no parece recomendado emplear en todos los pacientes intubados
y conectados a ventilacién mecanica sin SDRA una ventilacion protectora (VT entre 4-8
ml/kg del peso ideal). Si seria conveniente, en pacientes con factores de riesgo de
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desarrollar lesion pulmonar una estrategia ventilatoria que limite el VT a 6-8 ml/kg peso
ideal. Entre estos factores de riesgo se situaria, entre otros, a los pacientes
politraumatizados, aquellos que han precisado politransfusion de hemoderivados, los
pacientes sépticos o a los pacientes sometidos a cirugias de alto riesgo, tanto en el
intraoperatorio como si en el postoperatorio deben permanecer conectados a ventilacion
mecanica. En el resto de pacientes sometidos a ventilacion mecanica y que no
presenten factores de riesgo de LPA/SDRA, el empleo de VT por debajo de 10 ml/kg
puede ser suficiente.

Actualmente esta en curso un estudio multicéntrico en pacientes sin SDRA
ingresados en Unidades de Criticos, conectados a VM con una expectativa de seguir
ventilados mayor de 24 h, en los que se estudiaran dos estrategias ventilatorias, una
con un VT entre 4-6 ml/kg peso ideal y otra con un VT entre 8-10 ml/kg peso ideal. El
objetivo principal de este estudio es investigar el numero de dias en que los pacientes
estan sin ventilacion mecanica y la supervivencia a los 28 dias (Simonis y cols. 2015).

Como la utilizacion de VT bajos puede inducir al desreclutamiento alveolar y a la
formacion de atelectasias, la alternativa a emplear VT altos para evitar esta complicacion
es por medio del empleo de niveles moderados de PEEP. A diferencia de los pacientes
con SDRA, que tienen una cantidad importante de pulmén reclutable y mayores
requerimientos de oxigenacion, los pacientes sin SDRA no necesitan niveles elevados
de PEEP para conseguir estos objetivos, sugiriéndose que en los pacientes sin
LPA/SDRA, pero con factores de riesgo de presentarla, una PEEP de 8 cmH2O podria
utilizarse inicialmente, ajustandose posteriormente segun los requerimientos del
paciente (Lellouche y cols. 2013). Esto se sienta sobre la base de la alta prevalencia de
SDRA y lo impredecible de su desarrollo en pacientes con factores de riesgo, quedando
fuera de esta estrategia de ventilacion protectora profilactica los pacientes sanos

sometidos a cirugia electiva de moderado o bajo riesgo.
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Justificacion

Millones de pacientes en todo el mundo son sometidos, por diferentes motivos,
a ventilacion mecanica (Weiser y cols. 2008). Ya sea para una intervencién quirurgica
que precise anestesia general, como por un SDRA secundario a una causa infecciosa,
estos pacientes seran intubados y conectados a ventilacibn mecanica. Desde ese
momento empieza el riesgo para que desarrollen una lesién pulmonar asociada o
inducida por la ventilacion mecanica y sera responsabilidad del clinico utilizar una
estrategia ventilatoria que se adapte a las necesidades de los pacientes y que limite el

dafo que el ventilador pueda producir en el pulmon.

Entre todos los parametros ventilatorios que podemos controlar, y que se han
estudiado extensamente a lo largo de los afios, la fraccion inspirada de oxigeno (FiO-)
que pautemos sera un elemento clave en la génesis del dafio pulmonar. La exposicion
a altas concentraciones de O, durante largos periodos de tiempo puede causar, por si
sola y en ausencia de ventilacion mecanica, una lesion pulmonar, pero la combinacion

de ambas puede acelerar e incrementar esta lesion.

La presente tesis doctoral pretende valorar los efectos de diferentes
concentraciones de oxigeno en pulmones de ratas sanas sometidas a una estrategia de
ventilacién mecanica protectora. Limitando la sobredistension alveolar, con el empleo
de volumenes tidal bajos, y limitando la formacion de atelectasias, por medio de la
aplicacién de PEEP, queremos demostrar que, a mayor cantidad de O, empleada,
existira mayor grado de lesién pulmonar. Con los resultados que obtengamos
pretendemos aportar mas datos sobre los efectos que tiene emplear oxigeno a dosis
altas, a pesar de utilizar una estrategia de ventilacién mecanica protectora, y ver a partir

de qué concentracién las alteraciones pulmonares son mas importantes.
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Objetivos

Apreciar, a través del estudio histologico de los pulmones de los animales estudiados,

el grado de lesién histoldgica segun la FiO- utilizada.

Estudiar la formacién de edema pulmonar, segun la FiO, empleada, por medio de la
relacion existente entre el peso de un fragmento de pulmén recién extraido del animal
de experimentacion (peso humedo), y el peso de ese mismo fragmento pulmonar una

vez ha sido sometido a procesos de desecacion (peso seco).

Valorar el grado de afectacion de la presion parcial de oxigeno y de la presion parcial
de CO; tras del analisis de las gasometrias arteriales realizadas en los grupos

experimentales con diferentes concentraciones de oxigeno.

Determinar el grado de afectacion de la mecanica respiratoria estudiando las presiones

en la via aérea y la distensibilidad pulmonar cuando empleamos distintas FiO-.

Evaluar la puesta en marcha de mecanismos inflamatorios y antiinflamatorios mediante
su analisis al emplear una estrategia protectora de ventilacion mecanica unida a distintas

concentraciones de oxigeno.

Evaluacién de las especies reactivas de oxigeno que se generen con distintas

concentraciones de oxigeno.
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Material y métodos

Hemos utilizado como animal de experimentacién la rata albina macho con una
edad aproximada de 90 dias y un peso que oscil6 entre 310 y 400 gramos, de la variedad
Sprague-Dawley. Los animales seleccionados procedian del Estabulario Central de la
Universidad de La Laguna y de la Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de
Gran Canaria Dr. Negrin.

Todos los procedimientos de anestesia, quirurgicos y microquirurgicos se
realizaron de acuerdo a la normativa de Helsinki sobre el trato de animales de
investigacion: asi, el presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion y Bienestar Animal (CEIBA) en su reunion del 28 de mayo de 2012
(numero de registro: CEIBA2011-0030 ULL). Las ratas tenian acceso libre a comida y
agua, empleandose como alimento pienso completo (Tekland Global 14%®), con la
siguiente composicion alimentaria: proteina bruta (14,3%), grasa (4%), hidratos de

carbono (48%), vitaminas A, Ds, E, B4, Bz, Bs, B12, minerales y aminoacidos.

7.1 INDUCCION Y MANTENIMIENTO ANESTESICO

Antes de comenzar la induccion anestésica de las ratas, comprobabamos que
los respiradores funcionaban de manera correcta y pautabamos los parametros
ventilatorios que ibamos a utilizar (Ugo Basile, Varese, Italia. Foto MM1) segun el grupo
de estudio que le correspondia y ajustabamos la FiO, comprobando esta con un
analizador de oxigeno (MaxO; oxygen analyzer, Maxtec. USA. Foto MM2) que
situabamos en la parte final de la piezaen Y.

Los animales fueron pesados en una balanza para roedores y posteriormente
anestesiados con ketamina (Imalgene® 1000, MerialLab. Esparia) a dosis de 90 mg/kg
y xylazina (Rompun 2%, Bayer Lab. Alemania) a 10 mg/kg, ambos farmacos
administrados por via intraperitoneal (i.p.) en el cuadrante abdominal inferior derecho

del animal para minimizar el peligro de perforar estructuras anatomicas. La aguja se
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Material y métodos

inserté en un angulo de aproximadamente 30° a 45° dentro de la cavidad abdominal
para facilitar su penetracion. El nivel anestésico se evalu6 considerando los siguientes
parametros clinicos: 1) pérdida del reflejo de enderezamiento, 2) periodo de ataxia, 3)
pérdida de reflejos cutaneos y osteotendinosos y 4) pérdida del reflejo corneal.

Para una mejor adaptacion a la ventilacion mecanica, completada la
traqueotomia y conectado el animal a la VM, se administraba una dosis de un

bloqueante neuromuscular no despolarizante (cisatracurio) a dosis de 0,15 mg/kg i.p.

Foto MM1. Plano cenital del respirador utilizado.

maxo;

OXYGEN ANALYZER

O C
Q=@

Foto MM2. Analizador de oxigeno.
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Para el mantenimiento anestésico, a lo largo de todo el procedimiento
experimental, cada 30 minutos se repetian los agentes anestésicos utilizados (ketamina
y xylazina), asi como el bloqueante neuromuscular no despolarizante (cisatracurio), a la

mitad de la dosis administrada inicialmente.

7.2 REALIZACION DE LA TRAQUEOTOMIA

Tras comprobar el adecuado plano anestésico, se les practicé una traqueotomia
con el objetivo de conectarlas a la ventilacién mecanica. Todo el proceso experimental
se realiz6 en condiciones de esterilidad (guantes, material quirargico, etc.) para evitar la
introduccion de agentes patdgenos en el protocolo establecido. Los pasos seguidos
para la realizacién de la traqueotomia fueron los siguientes (Fotos MM3, MM4, MM5 y
MM6):

1.-Rasurado de la regién cervical del animal.

2.-Localizacion por palpacion de la zona central del cuello

3.-Diseccién de la piel, de la zona subcutanea y de los planos musculares hasta
la visualizaciéon de la musculatura pretraqueal.

4.-Visualizacion de la traquea y, con la ayuda de material microquirdrgico,
seccion de esta con tijera de punta recta.

5.-Introduccion de canula de teflon (Vasofix safety® 14G, B. Braun Lab.
Alemania) cortada previamente en bisel a 1 centimetro del extremo distal.

6.-Sutura de la canula a la piel con seda (3/0)
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Foto MM3. Visualizacién de la traquea.

Foto MM4. Preparacion de la traquea para la incision.
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Foto MMS5. Insercion de la canula traqueal.

Foto MM®6. Traqueotomia realizada y fijada a piel.

Completada la traqueotomia, los animales se conectaron al respirador especifico
para roedores.

Una vez verificada la correcta disposiciéon de cada animal a la ventilacion
mecanica, se mantenian durante todo el procedimiento en decubito supino con una
inclinacién de 20°.
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7.3 MONITORIZACION INTRAOPERATORIA

Durante las 4 horas que duré el procedimiento, los animales estuvieron
monitorizados (Fotos MM7, MM8, MM9 y MM10) con: pulsioximetria, que colocabamos
en una de las patas, a través de la cual obteniamos, tanto la saturacion periférica de
oxigeno, como la frecuencia cardiaca; con transductor de presion, colocado a nivel del
térax y conectado a la canula de traqueotomia mediante una llave de tres pasos con el
objetivo de medir la presién pico en via aérea. Esta presién obtenida, en mmHg, la
convertiamos en cm de H>O (1mmHg=1,36 cm de H,0); con termémetro rectal para la
medicion de la temperatura.

Los animales de experimentacién se mantuvieron normotérmicos mediante
sistemas de calentamiento externo (manta térmica dorsal y lampara).

La distensibilidad dinamica del sistema respiratorio se obtuvo del volumen tidal
dividido entre la diferencia de la presion inspiratoria maxima medida al final de la pausa
inspiratoria y la PEEP.

La recogida de los datos de monitorizacion la realizamos cada 60 minutos y la

mostramos en la tabla MM1:
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BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Peso (gr)

VT (ml)

Frec. respiratoria

Frec. cardiaca (Ipm)

Ppico (cmH20)

PEEP

Distensibilidad

dinamica(ml/cmH20)

SatO2 (%)

Temperatura (°C)

Tabla MM1: Recogida de los datos de monitorizacién intraoperatoria.

Foto MM7. Monitorizacion del animal.
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Foto MM8. Monitorizacion y colocacion en la mesa de trabajo.

Foto MM9. Colocacion de los animales en quiréfano.
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Foto MM10. Control de la temperatura con termémetro rectal.

7.4 EXTRACCION DE MUESTRAS

Tras 4 horas de ventilacion mecanica se procedia a la realizacion de una laparo-
toracotomia para la extraccion de las piezas a analizar y de las determinaciones
sanguineas. En primer lugar, se realizé una laparotomia para la localizacion y puncion

de la aorta y obtencién de una gasometria arterial (Foto MM11).

Foto MM11. Localizacion de la aorta.
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Posteriormente se localizaba el diafragma, se procedia a su apertura y
verificAbamos que el animal presentaba latido cardiaco. Por medio de una puncién
ventricular, obteniamos una muestra de sangre para el andlisis de los componentes
inflamatorios y de las especies reactivas de oxigeno. Posteriormente realizabamos una

esternotomia para la extraccién pulmonar (Foto MM12).

Foto MM12. Apertura del diafragma y puncién ventricular.

Tras la esternotomia (Foto MM13) e identificacién de la traquea en todo su
recorrido hasta la bifurcacion bronquial, avanzabamos la canula de traqueotomia hasta
el pulmén derecho e instildbamos, en su interior, formol al 10% a través de la canula a
una presion de 20 cm de H2O, para lograr la expansion y fijacién pulmonar (Foto MM14).
Posteriormente, extraiamos el pulmon derecho del animal fijandolo inmediatamente en
formol al 10% para su posterior procesamiento en parafina, corte y tincion con diversas
técnicas histologicas convencionales e inmunohistoquimicas. Cada tubo donde
almacenabamos el pulmén derecho de los animales de experimentacion estaba

claramente identificado (Foto MM15).
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Foto MM13. Esternotomia para la extraccién pulmonar.

Foto MM14. Instilacion transtraqueal de formol al 10% en el pulmoén derecho.
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Foto MM15. Tubos identificados en donde fijabamos las muestras del pulmén derecho en

formol.

Después, extraiamos el pulmén izquierdo y cortdbamos su I6bulo superior para
obtener la relacion peso humedo/peso seco (indice wet/dry) para evaluar la gravedad
del edema pulmonar (Foto MM16 y MM17). El resto del pulmdn izquierdo lo utilizamos
para determinar la presencia de mediadores inflamatorios y especies reactivas de

oxigeno en tejido pulmonar.

Foto MM16. Identificacion del pulmén izquierdo.
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Foto MM17. Corte del I6bulo superior para el calculo de la relacion peso humedo/seco.

Una vez obtenido el I6bulo pulmonar superior izquierdo, lo introduciamos en un
tubo de Eppendorf de 1,5 ml y pesabamos en balanza (Explorer Ohaus, USA) Foto

MM18. El peso obtenido lo denominabamos peso humedo.

Foto MM18. Balanza con el tubo de Eppendorf en su interior.

Posteriormente, se introducia la muestra en una estufa (JP Selecta, Espana) a
50°C durante 72 horas (Foto MM19). Concluido este periodo, se volvia a pesar el tubo
de Eppendorf. El peso obtenido lo denominabamos peso seco. Para obtener la relacion
entre el peso humedo y el seco y, de esta forma, el grado de edema pulmonar,

dividiamos el peso humedo entre el peso seco (Wang J y cols. 2014).
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Foto MM19. Estufa en la se mantenian las muestras del I6bulo superior del pulmén izquierdo

durante 72 horas a 50°C para obtener la relacion peso humedo/peso seco (indice wet/dry).

7.5 GRUPOS EXPERIMENTALES

Se disenaron 4 grupos, cada uno con 6 animales, en los cuales se mantuvo
constante el volumen tidal (VT), la PEEP vy la frecuencia respiratoria, variando
Uunicamente la FiO entre los grupos. El tiempo de conexidon mecanica para cada animal

fue de 4 horas. Los grupos experimentales quedaron distribuidos de la siguiente manera:

Grupo FiO20,21: VT 6 ml/kg; PEEP 3 cmH-O; fr: 90 rpom; FiO20,21
Grupo FiO20,40: VT 6 ml/kg; PEEP 3 cmH20O; fr: 90 rpm; FiO20,40
Grupo FiO20,60: VT 6 ml/kg; PEEP 3 cmH:O; fr: 90 rpm; FiO20,60

Grupo FiO21: VT 6 ml/kg; PEEP 3 cmH20; fr: 90 rpm; FiO21

La mezcla para obtener la FiO, de cada grupo la obteniamos a partir de un
inspirometro (Kendall Respiflo, TycoHealtcare, UK. Foto MM20). Como hemos
comentado, antes de comenzar con los experimentos, verificabamos con un oximetro

que la FiO2 que se obtenia era la correcta.
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Foto MM20. Inspirémetro con el que ajustabamos la FiO2 y disposicion en quiréfano.

7.6 TECNICAS HISTOLOGICAS EMPLEADAS Y BASE DEL ANALISIS

HISTOLOGICO

Todas las muestras pulmonares fueron procesadas mediante inclusion en
parafina; a continuacién, una vez hechos los bloques, fueron cortados en un micrétomo
Leica 3 micras de espesor para posteriormente ser tefiidas con hematoxilina-eosina,
tricromico de Masson-Goldner y técnicas de inmunohistoquimica, tales como TTF-1
(marcador de células epiteliales alveolares Il) y mieloperoxidasa para la determinacion
de macroéfagos, tanto alveolares como intersticiales. Seguidamente las muestras fueron
observadas y fotografiadas en un microscopio Nikon Optiphot 2 con una camara Nikon
Digital Sight (Nikon Corp. Japdn) acoplada.

Para el analisis de los parametros histolégicos se realizd un recuento de 20
campos a x400 para obtener aproximadamente 400 alvéolos (media de 20 alvéolos por
campo).

Se realizd un estudio cuantitativo en donde se valoraron los siguientes
parametros histolégicos: septos alveolares, hemorragia alveolar, fibrina intraalvelolar e
infiltrados inflamatorios. Cada parametro se valoraba de 0 a 3. A continuacion,

presentamos la tabla MM2 desarrollada para la recogida de estos datos.
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Septos

alveolares

Hemorragia

alveolar

Fibrina

intraalveolar

Infiltrados

intraalveolares

Tabla MM2: Recogida de datos de los parametros histolégicos a estudio.

Segun lo descrito en la literatura cientifica (Matute-Bello y cols. 2001), se
asignaba 0 en cada parametro cuando los septos alveolares se veian finos, existia
ausencia de hemorragias alveolares, ausencia de fibrina intra-alveolar y menos de 5
células intraalveolares por campo. Se asignaba 1 cuando se apreciaban los septos
alveolares congestionados en menos de un tercio del campo; se observaban al menos
5 eritrocitos por alvéolo en un maximo de 5 alvéolos, fibrina en menos de un tercio del
campo y de 5 a 10 células intraalveolares por campo. Se asignaba 2 cuando se
observaban septos alveolares congestionados entre uno y dos tercios del campo; al
menos se apreciaban 5 eritrocitos por alvéolo en mas de 5 pero en menos de 10
alvéolos, fibrina entre un tercio y dos tercios del campo y de 10 a 20 células
intraalveolares por campo. Por ultimo, se valoraba con un 3 cuando los septos
alveolares estaban congestionados en mas de dos tercios del campo; cuando al menos
5 eritrocitos se veian por alvéolo en mas de 10 alvéolos, fibrina en mas de los dos tercios
del campo y mas de 20 células intraalveolares por campo.

Los parametros histoldgicos presentes en la tabla anterior fueron analizados de

la siguiente manera (Tabla MM3):
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1.- Siguiendo una puntuacion de los 20 campos analizados que podia variar de
0 a 60, teniendo en cuenta que en cada uno de los campos la puntuacion obtenida de
cada parametro podia ser 0, 1, 2 6 3 (ver Anexo VI).

2.- Categorizando el dafo, segun los puntos obtenidos, en una escala ordinal en:
leve (de 0 a 20 puntos), moderada (de 21 a 40 puntos) y severa (de 41 a 60 puntos).

3.- Segun el porcentaje de afectacion, que podia oscilar entre el 0 y el 100%.

4.- Finalmente se estimé el dano histolégico global como la suma de cada uno
de los parametros histologicos estudiados, segun el porcentaje de afectacion global y
categorizando el dafio histoldgico global en: leve (de 0 a 80 puntos), moderado (de 81

a 160) y severo (de 161 a 240 puntos).

2/3/4/,5/6|7|8|9|10 |11 |12 13 |14 | 15| 16 |17 |18 | 19 | 20 | P %
SA 313(3(1(3(3]2|3]| 3 2 2 1 1 1 2 2 2 2 3 | 45 75
HA 0/1/,2(0(0j0j0|0]| O 1 1 1 1 1 1 0 1 2 1 14 | 23,33
Fl ojoj1,0{0j0|0|O0| O 1 1 1 1 1 1 0 1 2 1 12 20
Il 2 13(1(1|3]2|1|3] 3 2 1 2 1 1 1 1 2 2 3 | 36 60

Tabla MM3: Tabla que utilizamos para categorizar el dafio histolégico en cada uno de
los 24 animales estudiados (en este caso es la tabla correspondiente al tercer animal del grupo
en el que se empled FiO2 de 0,6. Ver Anexos). En cada uno de los 20 campos analizados
(marcados en azul) se valoraban los septos alveolares (SA), la presencia de hemorragias
alveolares (HA), de fibrina intraalveolar (Fl) y de infiltrados intesticiales (ll). Segun el grado de
afectacion de estos parametros histologicos en cada uno de los 20 campos analizados, se le
puntuaba 0, 1, 2 6 3 (minimo 0 y maximo 60 puntos para cada parametro histolégico). Segun los
puntos obtenidos de cada parametro histoldgico en los 20 campos se categorizaba (C en la tabla)
el dafio de ese parametro como leve (L: 0-20 ptos.), moderado (M: 20-40 ptos.) o severo (S: 40-
60 ptos). También se calculaba el porcentaje de afectacion de cada parametro histolégico tras el
analisis de los 20 campos (ej: si lo puntos obtenidos de la afectacién de uno de los parametros
histoldgicos tras el analisis de los 20 campos era de 45 puntos, como el maximo posible eran 60

puntos, obteniamos un 75% de afectacion de ese parametro en los campos estudiados).
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Para la valoracion histolégica de la fibrosis alveolar empleamos el método
descrito por Hubner y cols. en 2008 (Tabla MM4 a partir de la escala de Ashcroft

(Ashcroft y cols. 1988).

Grado de Escala modificada
fibrosis
0 Septos alveolares: Ausencia de acumulos de fibrina

Estructura pulmonar: Normal

1 Septos alveolares: Pequerfios cambios fibréticos aislados (engrosamiento septal
<3 veces el grosor normal).
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin

presentar masas fibréticas

2 Septos alveolares: Cambios fibréticos evidentes (engrosamiento septal >3 veces
el grosor normal) con formacion de conglomerados pero sin estar conectados con
otros.

Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin

presentar masas fibréticas

3 Septos alveolares: Paredes fibréticas contiguas (engrosamiento septal >3 veces
el grosor normal) en todo los campos observados al microscopio.
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin

presentar masas fibréticas.

4 Septos alveolares: Variables
Estructura pulmonar: Masas fibréticas Unicas que ocupan menos del 10% de los

campos observados al microscopio.

5 Septos alveolares: Variables.
Estructura pulmonar: Masas fibréticas confluyentes que ocupan entre el 10% y el
50% de los campos observados al microscopio. Estructura pulmonar severamente

dafiada pero, aun, preservada

6 Septos alveolares: Variables. La mayoria no existen.
Estructura pulmonar: Grandes masas fibréticas contiguas (>50% de los campos

observados al microscopio). Arquitectura pulmonar generalmente no preservada

7 Septos alveolares: No existen

Estructura pulmonar: Alvéolos casi obliterados con masas fibréticas.

8 Septos alveolares: No existen.

Estructura pulmonar: Alvéolos completamente obliterados con masas fibréticas.

Tabla MM4: Escala modificada por Hibner y cols. para la valoracién de la fibrosis.

Los cambios relativos a los cambios fibréticos observados presentes en la tabla
anterior fueron analizados de la siguiente manera (Tabla MM5):

1.- Siguiendo una puntuacion de los 20 campos analizados que podia variar de
0 a 160, teniendo en cuenta que en cada uno de los campos la puntuacion obtenida de

cada parametro podia ir de 0 a 8 (ver Anexo VII).
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2.- Segun el grado de afectacion, que podia oscilar entre el 0 y el tanto por mil

(%o).

1234|567 89|10 11|12 13 |14 |15 |16 |17 | 18 | 19 | 20 | P | %o

o,0/0/0/0/2(0/0j0O| 0|0 |10 0 0|00 |1 |00 4 25

Tabla MM5: Tabla que utilizamos para categorizar los cambios fibréticos en cada uno de
los 24 animales estudiados (en este caso es la tabla correspondiente al primer animal del grupo
en el que se empled FiO2 de 1. Ver Anexos). En cada uno de los 20 campos analizados
(marcados en azul) se valoraba la fibrosis. Segun el grado de fibrosis (tabla MM4) en cada uno
de los 20 campos analizados, se le puntuaba 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 (minimo 0 y maximo 160
puntos). A diferencia de los parametros analizados previamente (Tabla MM3), en lugar de
porcentaje de desarrollo de fibrosis en los campos estudiados, al ser los porcentajes obtenidos
muy pequefios, se decidié representar el tanto por mil en lo que a desarrollo de fibrosis se refiere
(ej: si un animal, tras el analisis de los 20 campos, obteniamos 4 puntos, como el maximo posible

eran 160 puntos, obteniamos un 25%o de desarrollo de fenomenos fibréticos en ese animal).

7.7 DETERMINACION DE MEDIADORES INFLAMATORIOS Y DEL ESTRES

OXIDATIVO

La IL-6 se midi6 en suero y pulmén por medio de ELISA utilizando los kits
comercializados (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La IL-10 en suero y el TNF-a en pulmén se midieron usando citometria de
flujo CBA Flex Set (BD Biosciences, Madrid, Espafa). La IL-10 en pulmén y el TNF-a
en suero se midieron con un kit de inmunoanalisis multiple (RCYTO-80K MILLIPLEX
MAP RatCitokine/Chemokine Panel, Millipore Corp., Billerica, MA), usando tecnologia
Luminex de alto rendimiento (LuminexSystem, TX, USA).

Valoramos el estado oxidativo al final de las 4 horas de comenzado los

experimentos midiendo el nivel total de radicales libres de oxigeno en suero y tejido
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pulmonar en todos los grupos, usando el kit de analisis in vitro Oxiselect (Cell Biolabs,
Sand Diego, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Estos analisis
cuantificaron cuatro radicales libres que se producen en exceso durante la hiperoxia

(6xido nitrico, perdxido de hidréogeno, radical peroxilo y peroxinitrito).

7.8 ANALISIS GASOMETRICO

Todas las gasometrias arteriales obtenidas de la aorta tras la realizacion de la
laparotomia después de las 4 horas del experimento fueron procesadas en gasometro

(GEM 3500 Premier, Instrumentary Laboratory, Espafia) Foto MM21.

Foto MM21. Gasémetro empleado.

128



Material y métodos

Los datos fueron recogidos en la siguiente tabla MM6:

PaO, (mmHg) PaCO; (mmHg) pH HCO3" (mmol/L)

Animal 1.1H21V

Animal 2.2H210V

Animal 3.3H21V

Animal 4.4H21V

Animal 5.5H21V

Animal 6.6H21V

Tabla MM6: Recogida de datos gasométricos representativa del grupo en el que se
utilizo, por ejemplo, FiO2z al 0,21. Los numeros y letras que aparecen en la primera columna hacen
referencia a: Numero del orden que ocupa la rata en ese grupo (del 1 al 6), H del inglés “Health”,
21 que hace referencia a la concentracion de oxigeno empleado y V que indica que ese animal
fue ventilado. PaOz2: Presién parcial de oxigeno en sangre arterial; PaCOz2: presion parcial de

diéxido de carbono en sangre arterial; HCOS3-: Bicarbonato

7.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizaron como medidas descriptivas para las variables categéricas las
frecuencias absolutas y relativas, asi como la media y desviacion estandar o la mediana
y el recorrido intercuartilico (percentiles 25 y 75 de la distribucién) para las variables
numeéricas. Se utilizaron asi mismo tablas y graficos de resumen.

En el analisis de diferencias entre los grupos, se analizé la presencia de valores
atipicos (outliers) mediante el test de Grubbs en la pagina web de acceso

libre: http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm.

Las comparaciones intergrupo se realizaron con test estadisticos no

parametricos teniendo en consideracion la naturaleza de la variable (numérica; nominal;
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ordinal): test Ji-cuadrado de Pearson, medidas de asociacion para variables ordinales
como Tau-b de Kendall y Coeficiente de correlaciéon por rangos de Spearman; prueba
de Kruskal-Wallis y el modelo linear general para medidas repetidas (GLIM).
Aceptamos un error tipo | alfa en los contrastes de hipotesis de alfa del 5%.
El paquete estadistico utilizado para el analisis estadistico fue el SPSS, version

21.0 y Epidat version 3.0.
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Para conseguir una exposicion mas clara de los mismos, describiremos los

resultados por apartados.

Comenzaremos analizando los datos obtenidos en la monitorizacion
intraoperatoria, a lo que seguiran los resultados de las gasometrias arteriales, el analisis
de la relacion obtenida entre el peso humedo y el seco (indice wet/dry), el analisis de
los mediadores inflamatorios y de las especies reactivas de oxigeno, para concluir con

el analisis histoldgico de las muestras pulmonares obtenidas.

Los animales reclutados fueron en total 24 (6 en cada grupo). Tuvimos tres
muertes, una en el grupo con FiO2 de 0,6 a los 180 minutos de comenzado el
experimento y dos en el grupo en que se empled una FiO; de 1, a los 90 y 100 minutos
respectivamente del comienzo. La causa de las muertes fue edema agudo de pulmoén
en los tres casos. Cuando se produjeron los fallecimientos se repitieron los experimentos

para obtener el total de animales previstos para el estudio.
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8.1 DATOS OBTENIDOS DE LA MONITORIZACION INTRAOPERATORIA

En la monitorizacion de los distintos parametros analizados durante las 4 horas
que durd cada experimento, los resultados obtenidos en los 4 grupos experimentales,

se reflejan en la siguiente tabla (Tabla R1):

133



Resultados

FiO2 0,21 FiO, 0,4 FiO, 0,6 FiO2 1 Sig
(Media*DE) (Media*DE) (Media*DE) (Media*DE)
Peso (gr) 349+21,1 350,3+30,4 353,6+11,4 348,6+14,3 NS
VT (ml) 2,1+0,1 2,14+0,1 2,101 2,1£0,1 NS
Frec. cardiaca (Ipm)
Basal 286,515,4 290,047,0 291,145,7 287,046,4 NS
60 min 291,0+6,8 290,515,0 293,617,4 291,045,9 NS
120 min 290,648,2 294,145,7 294,8+3,5 292,5+10,2 NS
180 min 292,348,5 294,145,7 293,846,5 291,8+7,9 NS
240 min 292,615,8 295,56,0 293,614,5 292,046,2 NS
Ppico (cmH20)
Basal 12,60,7 12,0+1,0 12,610,7 12,4+0,5 NS
60 min 12,610,7 12,4+1,0 13,810,5 14,3+0,7 S
120 min 13,1£0,7 12,9+0,7 15,0+0,0 16,0+0,5 S
180 min 12,90,7 13,8+1,7 15,210,5 15,8+0,6 S
240 min 13,1+0,7 12,90,7 15,210,5 16,3+0,0 S
Distensibilidad
dinamica(ml/cmH20)
Basal 0,2+0,0 0,2+0,0 0,240,0 0,240,0 NS
60 min 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1£0,0 0,1£0,0 S
120 min 0,2+0,0 0,20,0 0,1+0,0 0,1£0,0 S
180 min 0,2+0,0 0,10,0 0,1+0,0 0,1£0,0 S
240 min 0,2+0,0 0,1£0,0 0,1£0,0 0,1£0,0 S
SatO:2 (%)
Basal 95,0+0,5 95,0+0,5 95,040,6 95,040,9 NS
60 min 94,6+1,2 99,0+0,8 99,5+0,5 99,1+1,1 S
120 min 94,6422 99,0+0,6 99,5+0,5 98,6+1,2 S
180 min 94,5+1,7 98,6+0,8 100+0,0 99,3+1,0 S
240 min 94,1+2,1 99,1+0,7 100+0,0 99,640,5 S
Temperatura (°C)
Basal 36,8+0,1 36,9+0,1 37,1+0,0 37,0+0,1 NS
60 min 36,9+0,1 36,9+0,0 36,9+0,0 37,0+0,1 NS
120 min 37,0£0,0 37,0£0,1 37,040,0 37,0+0,0 NS
180 min 37,1+0,0 37,1+0,0 37,1+0,0 37,11£0,0 NS
240 min 37,1£0,1 37,1+0,0 37,110,0 37,1+0,0 NS

Tabla R1: Distribucion de la monitorizaciéon intraoperatoria entre los grupos. DE:
Desviacion estandar; VT: Volumen tidal; Ipm: latidos por minuto; Ppico: Presién pico; SatO::
Saturacion pulmonar periférica de oxigeno; S: Significacion estadistica; NS: No significativo
(p>0,05); S: Significativo (p<0,05).
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La distribucion del peso (p=0,978. Grafico R1), volumen tidal (p=0,997. Grafico
R?2), frecuencia cardiaca (determinacion basal p=0,514; a los 60 minutos p=0,927; a los
120 minutos p=0,556; a los 180 minutos p=0,858 y a los 240 minutos p=0,950. Graficos
R3 a R7) y temperatura (determinacion basal p=0,095; a los 60 minutos p=0,353; a los
120 minutos p=0,285; a los 180 minutos p=0,970 y a los 240 minutos p=0,822.Grafico

R8), fueron similares en todos los grupos sin encontrar diferencias entre ellos.

GRAFICO R1: DISTRIBUCION DEL PESO (GRAMOS)
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25-PT35)
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GRAFICO R2: DISTRIBUCION DEL VOLUMEN TIDAL
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GRAFICO RY: DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA
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GRAFICO RS: DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA
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GRAFICO R4: STRIBUCION DE LA FRECUENCIA
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GRAFICO RT: DISTRIBUCION DE LA FRECUENCIA
CARDIACA A LOS 240 MINUTOS {Ipm) ENTRE LOS
GRUPOS (MEDIANA ¥ P25.PT5)
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GRAFICO RE8: DISTRIBUCION DE LAS MEDIAS DE LA
TEMPERATURA (°C) A LO LARGO DEL TIEMPO

GRUPD
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La presion pico (Ppico) (p=0,437), distensibilidad (p=0,533) y saturacion
periférica de oxigeno (p=0,354) no mostraron diferencias en la medicion basal entre los

grupos.

En los grupos que recibieron una FiO; de 0,21 y de 0,4, la presion pico no se
elevé a los 60 minutos con respecto a la determinacién basal, elevandose a las tres
horas de comenzado los experimentos para, al finalizar los mismos, mostrar un discreto
ascenso con respecto a la toma basal (ver tabla R1). En cambio, en los grupos a los que
se administré una FiO, de 0,6 y 1, la Ppico mostré valores elevados con respecto a la
toma basal desde los primeros 60 minutos para continuar el ascenso en las siguientes
mediciones, pasando de una Ppico basal en el grupo de FiO; 0,6 de 12,6+0,7 cmH20 a
un valor de 15,2+0,5 cmH;0 tras cuatro horas de ventilacién mecanica. En el grupo de
FiO;2 de 1 esta tendencia se mantuvo, terminando los experimentos con cuatro puntos
mas de Ppico que los registrados al comienzo (12,4+0,5 cmH20 en la determinacion

basal frente a 16,3+0,0 cmH-O a las cuatro horas). Se aprecié, por tanto, que a medida
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que la concentracion de oxigeno era mayor la presion pico se elevaba (p<0,0001.Grafico

R9).
GRﬁFI:;O R9: DISTRIBUCION DE LAS MEDIAS DE LA
PRESION PICO (cmH20) A LO LARGO DEL TIEMPO
GRUPD
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Con respecto a la distensibilidad pulmonar, asumiendo que no existian
diferencias entre los cuatro grupos a nivel basal (p=0,533), se observé que en el grupo
con FiO2 de 0,21 tampoco existieron diferencias durante las cuatro horas de los
experimentos, aspecto que no sucedio en el resto de los grupos en los cuales este
parametro descendi6 a medida que se desarrollaba el estudio. Sin embargo, este
descenso fue mas precoz en los grupos de FiO2 de 0,6 y 1, en donde se aprecié desde
los 60 minutos, que en el grupo con FiO2 de 0,4 en el cual se produjo un descenso a

partir de los 120 minutos. Una vez que la distensibilidad descendié se mantuvo en esos
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valores hasta el final de las cuatro horas. Por tanto, con respecto al grupo de FiO. al
0,21, la distensibilidad descendié segun se aumentaba la concentracién de oxigeno

(p<0,0001. Grafico R10).

GRAFICO R10: DISTRIBUCION DE LAS MEDIAS DE LA
DISTENSIBILIDAD PULMONAR (ml/cmH20) A LO LARGO DEL
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Por ultimo, la saturacién de oxigeno mostré una distribucion basal similar en
todos los grupos (p=0,354) para posteriormente elevarse de manera estadisticamente
significativa (p<0,0001. Grafico R11) en todos los grupos con respecto al valor basal
salvo en el grupo con la FiO, de 0,21 en donde no mostro diferencias y se mantuvo con

valores similares a los basales.
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GRAFICO R11: DI STR:IBLICI{'}H DE LAS MEDIAS DE LA
SATURACION PERIFERICA DE OXIGENO (%) A LO LARGO

DEL TIEMPO
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Los datos pormenorizados de los parametros de monitorizacién intraoperatoria

que se recogieron en cada uno de los animales de experimentacion se muestran en el

Anexo |.

140



Resultados

8.2 ANALISIS DE LAS GASOMETRIAS ARTERIALES

Las gasometrias arteriales obtenidas al final de cada uno de los experimentos,

reflejaron los siguientes datos (Tabla R2):

FiO. 0,21 FiO; 0,4 FiO. 0,6 FiO2 1 p
(Media*DE) (Media*DE) (Media*DE) (Media*DE)
pH 7,3710,0 7,3710,0 7,30£0,0 7,27+0,0 <0,05

PaO2 (mmHg) 89+20,8 186+51,5 365+105,1 445+24 1 <0,05

PaCOzmmHg) | 40,1£5,8 40,3+5,2 48,0+1,4 49,8+3,5 <0,05

HCO3-mmolr) 23,3+2,1 22,3+1,2 23,3%1,5 23,6+1,9 >0,05

Tabla R2: Distribucion de las gasometrias arteriales entre los grupos. DE: Desviacion
estandar; PaOz2: Presion parcial de oxigeno en sangre arterial; PaCOz: presion parcial de diéxido

de carbono en sangre arterial; HCO3-: Bicarbonato.

En el analisis de las gasometrias arteriales, observamos que el pH y la PaCO;
no variaron en los grupos con FiO; al 0,21 y 0,4, sin embargo la diferencia observada
se debid a la variabilidad de estos valores gasométricos cuando se aumenté la FiOz a
0,6 y a 1, observandose como en los dos ultimos grupos, tanto el pH (p=0,001. Grafico
R12) como la PaCO- (p=0,004. Grafico R13) se modificaron, disminuyendo el primero y

aumentando el segundo de estos parametros.
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GRAFICO R12: DISTRIBUCION DEL pH ENTRE LOS
GRUPOS (MEDIANA Y P25-75)

7 451 S p=0,001
7 A
pH 7351 |
7,301 I I [
=
7251
T2 T T T T
Fitiz=0,21 Ficiz=0,4 FiCiz=06 Fitiz=1
GRUPO

GRAFICO R13: DISTRIBUCION DE PaCO2 (mmHg)
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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Con respecto a la PaO, observamos un gradiente ascendente al ir aumentando
la FiO2 (p<0,0001. Grafico R14). El bicarbonato no mostré diferencias entre los grupos

(p=0,616. Grafico R15).
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GRAFICO R14: DISTRIBUCION DE Pa02 (mmHg)
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.75)
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GRAFICO R15: DISTRIBUCION DEL HCO3- (mmoliL)
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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Los datos pormenorizados de las gasometrias arteriales que se recogieron en

cada uno de los animales de experimentacion se muestran en el Anexo Il
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8.3 RELACION PESO HUMEDO/PESO SECO. iINDICE WET/DRY

El indice wet/dry (pulmén humedo/pulmén seco), medicion indirecta del edema

pulmonar, mostro los siguientes resultados (Tabla R3).

FiO2 0,21 FiO. 0,4 FiO. 0,6 FiO2 1 Sig
(Media+DE) (Media+DE) (Media+DE) (Media+DE)
indice wet/dry 4,29+0,7 4,38+0,0 4,5+£0,0 4,7+0,2 S

Tabla R3: Distribucion del indice wet/dry entre los grupos. DE: Desviacion estandar; Sig:

Significacion estadistica; S: Significativo (p<0,05).

El indice wet/dry se elevo a medida que la concentraciéon de oxigeno aumentaba.

Las diferencias observadas fueron significativas (p=0,001. Grafico R16).

GRAFICO R16: DISTRIBUCION DEL iNDICE
WET/DRY ENTRE LOS GRUPOS

(MEDIANA Y P25-PT75)
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Los datos pormenorizados del indice wet/dry se encuentran en el Anexo lll.
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8.4 ANALISIS DE LOS MEDIADORES INFLAMATORIOS

Con respecto a la concentracion de oxigeno administrada en cada grupo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los mediadores
inflamatorios estudiados (I-10, IL-6, TNF-a) en suero ni en pulmon (Graficos R17 a R20).
Los datos pormenorizados de los marcadores inflamatorios se encuentran en el Anexo

V.

GRJ-‘-.FI!:D R17: DISTRIBUCION DE LA IL-10 EN EL
PULMON ENTRE LOS GRUPOS (MEDINA Y P25-P75)
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GRAFICO R19: DISTRIBUCION DE LA IL-6 EN
PULMON ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.

P75)
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GRAFICO R20: DISTRIBUCION DE TNF- alpha
EN SUERO ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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8.5 ANALISIS DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ROS)

El estudio del estrés oxidativo lo realizamos a través del analisis de las especies
reactivas de oxigeno que se producen en situaciones de hiperoxia. En nuestro estudio
no encontramos diferencias significativas entre los grupos en lo que respecta a estas
determinaciones (Graficos R21 y R22). La distribucién entre los grupos en las
determinaciones realizadas en suero y pulmon se presentan en las Tablas R4 y R5. Los

datos pormenorizados de las ROS se encuentran en el Anexo V.

ROS suero (nM) Mediana P2s-P7s
Media +DE ROS suero ROS suero
FiO2 0,21 2716,5+2058,1 1871,0 1284,1-4614,6
FiO2 0,4 2196,7+1464.,4 17147 1079,8-3333,8
FiO, 0,6 1975,6+545,6 1871,0 1453,5-2471,5
FiO2 1 5385,9+7802,2 2340,0 1675,4-7887,5

Tabla R4: Distribucion de las especies reactivas de oxigeno en suero entre los grupos.

DE: Desviacion estandar; ROS: especies reactivas de oxigeno; P2s-P7s: Percentiles 25 y 75.

ROS pulmén (nM/mg tejido) Mediana P25-P7s
Media £DE ROS pulmén ROS pulmén
FiO2 0,21 1866320,5+1083853,9 1681503,1 931418,8-2986039,5
FiO. 0,4 2032157,6+426516,7 1981685,0 1651004,9-2463782,8
FiO2 0,6 1939005,5+850778,5 1845437,2 1143421,1-2781373,9
FiO2 1 1366670,8+511809,9 1350553,5 863109,9-

Tabla R5: Distribucion de las especies reactivas de oxigeno en pulmdn entre los
grupos. DE: Desviacion estandar; ROS: Especies reactivas de oxigeno; P2s-75: Percentiles 25-
75.
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GRAFICO R21: DISTRIBUCION DE ROS EN SUERO
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25-P75)
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GRAFICO R22:DISTRIBUCION DE ROS EN PULMON
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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8.6 ANALISIS DE LOS PARAMETROS HISTOLOGICOS

Se realizé un recuento de 20 campos a x400 para obtener aproximadamente 400
alvéolos (media de 20 alvéolos por campo). El dafio pulmonar se cuantificé a través de
la siguiente clasificacion (Tabla R6), ya comentado en el apartado dedicado a Material

y Métodos. Los datos pormenocrizados de los parametros histolégicos de todos los

grupos se encuentran en el Anexo VI.

0 1 2 3
Septos Todos los Septos Septos Septos
septos son finos | alveolares alveolares alveolares
alveolares congestionados | congestionados | estaban
en menos de un | entre uno y dos | congestionados
tercio del campo | tercios del en mas de dos
campo tercios del
campo
Hemorragia Ausencia de Al menos 5 Al menos se Al menos 5
hemorragias eritrocitos por apreciaban 5 eritrocitos se
alveolar alvéolo en un eritrocitos por veian por
maximo de 5 alvéolo en mas alvéolo en mas
alvéolos de 5 pero en de 10 alvéolos
menos de 10
alvéolos
Fibrina Ausencia de Fibrina en Fibrina entre un | Fibrina en mas
fibrina menos de un tercio y dos de los dos
intraalveolar intraalveolar tercio del campo | tercios del tercios del
campo campo
Infiltrados Menos de 5 5a 10 células 10 a 20 células Mas de 20
células intraalveolares intraalveolares células
intraalveolares intraalveolares por campo por campo intraalveolares
por campo por campo

Tabla R6

: Pardmetros histologicos utilizados para estudiar el dafio pulmonar
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8.6.1.- ANALISIS DE LAS ALTERACIONES APRECIADAS EN LOS SEPTOS

ALVEOLARES DEPENDIENDO DE LA FIO, EMPLEADA

8.6.1a.- Dano en los septos alveolares segun la puntuacion obtenida en los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R7)

N Media +DE ICos59%
FiO2 0,21 6 5,8+1,1 (4,6-7,0)
FiO2 0,4 6 9,0+3,2 (5,6-12,3)
FiO2 0,6 6 31,0+7,6 (22,9-39,0)
FiO2 1 6 42,5+6,5 (35,6-49,3)

Tabla R7: p<0,001

ICo5%: Intervalo de confianza.

FiO2: Fraccion inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacion estandar;

8.6.1b.- Porcentaje de afectacion de los septos alveolares segun los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R8)

N % afectacion +DE [Cos50%
FiO2 0,21 6 9,7£1,94 (7,6%-11,7%)
FiO2 0,4 6 15,045,3 (9,3%-20,6%)
FiO2 0,6 6 51,6£12,7 (38,2%-65,0%)
FiO2 1 6 70,8+10,8 (59,4%-82,2%)

Tabla R8: p<0,001
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8.6.1c.- Distribucién del grado de afectacion de los septos alveolares (Tabla

R9)

100

90

80
0
3? 60
g 50
3
E 40

30

20

10 I

0
Fi02 0,21 Fi02 0,4 Fi02 0,6 Fi02 1
M Leve ® Moderada MW Severa
Grupo/Grado Leve Moderado Severo
afectacion

FiO2 0,21 100%
FiO2 0,4 100%
FiO, 0,6 83,33% 16,67%
FiO2 1 50% 50%

Tabla R9: p<0,00001

En los datos obtenidos referentes a los dafios producidos en los septos
alveolares segun la FiO, empleada se observd, con diferencias estadisticamente
significativas, que a medida que se incrementaba la FiO; los septos alveolares se
afectaban mas, pasando de un 9,7% (ICes% 7,6%-11,7%) de campos afectados cuando
se administraba FiO; al 0,21, a un 70,8% (ICges% 59,4%-82,2%) cuando la FiO; era de 1

(Gréfico R23).
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GRAFICO R23: DISTRIBUCION DEL PORCENTA.E
DE AFECTACION DE LOS SEPTOS ALVEOLARES
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25-P735)
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Ademas, segun la categorizacion empleada, observamos que en el grupo de

animales ventilados con FiO, de 0,21 y 0,4, todos presentaban una alteracion leve en

los septos alveolares. En el grupo ventilado con una FiO- de 0,6 la gran mayoria de las

alteraciones de los septos eran moderadas. Las alteraciones severas fueron mas

evidentes en el grupo con FiO2 al 1 en donde la mitad de los animales presentaron

alteraciones severas y la otra mitad de los cambios se etiquetaron como moderados. La

mayor afectacion de los septos alveolares a medida que se administraba mas FiO; se

vio refrendada al apreciar que el indice de correlacion por grados de Spearman era de

0,88 (p<0,00001).
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8.6.2.- ANALISIS DE LA PRESENCIA DE HEMORRAGIAS ALVEOLARES

DEPENDIENDO DE LA FIO, EMPLEADA

8.6.2a.- Presencia de hemorragias alveolares segun la puntuacion obtenida

en los distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R10)

N Media +DE [
FiO2 0,21 6 1,1:1,6 (1,0-2,8)
FiO2 0,4 6 15,8£10,2 (5,0-26,6)
FiO2 0,6 6 34,8%12,2 (21,9-47,6)
FiO 1 6 49,1£5,6 (43,2-55,1)

Tabla R10: p<0,001

ICo5%: Intervalo de confianza.

FiOz2: Fraccién inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacién estandar;

8.6.2b.- Porcentaje de presencia de hemorragias alveolares segun los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R11)

N % afectacion +DE [Cos9%
FiO2 0,21 6 1,9+2,6 (1,0%-4,7%)
FiO2 0,4 6 26,3+17,1 (8,4%-44,3%)
FiO2 0,6 6 58,0+20,3 (36,6%-79,4%)
FiO2 1 6 81,9+9,4 (72,0%-91,8%)

Tabla R11: p<0,001
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8.6.2c.- Distribucion del grado de presencia de hemorragias alveolares

(Tabla R12)

100

90
80
70
£ 60
2
£ 50
[}
g 40
[a
30
20
10 I I
0
Fi02 0,21 Fi02 0,4 Fi020,6
M Leve H Moderada W Severa
Grupo/Grado Leve Moderado Severo
afectacion
FiO;2 0,21 100%
FiO, 0,4 83,3% 16,7%
FiO, 0,6 16,7 50% 33,3%
FiO2 1 100%

Tabla R12: p<0,00001

En lo que respecta a la presencia de hemorragias alveolares, estas se

manifestaron en mayor grado a medida que aumentaba la FiO, administrada (p<0,001).

En los campos estudiados se aprecio una puntuacién baja en el grupo con FiOzal 0,21

con respecto a los demas (1,1 puntos [ICes¢ 1,0-2,8]) y cdmo, en el grupo de FiO, al 1

la presencia de hemorragias alveolares era mas evidente (puntuacion de 49,1

[1Ce5%43,2-55,1]). Cuando se ventilé con una FiO, de 0,21, cerca del 2% de los campos

presentaban hemorragias alveolares frente a una mayor presencia de estas alteraciones
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a medida que se aumentaba la fraccion inspiratoria de oxigeno a 0,4, 0,6 y 1 (26,3%,
58% y 81 % respectivamente). Grafico R24.
GRAFICO R24: DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE

HEMORRAGIAS ALVEOLARES ENTRE LOS GRUPOS
(MEDIANA'Y P25-P75)
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Al igual que apreciamos en el apartado anterior referente a los septos alveolares,
cuando aparecieron hemorragias alveolares en el grupo de FiO al 0,21, lo hicieron de
una forma leve, sin embargo en los grupos a los que se aplicé una FiO2 de 0,4 y 0,6 ya
se apreciaron cambios moderados e incluso severos en el ultimo de estos grupos.
Cuando se ventilaba con una FiO; de 1 las hemorragias alveolares que se observaron
se categorizaron como severas. El indice de correlacion por grados de Spearman fue

de 0,87 (p<0,00001).
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8.6.3.- ANALISIS DE LA PRESENCIA DE FIBRINA INTRAALVEOLAR

DEPENDIENDO DE LA FIO, EMPLEADA

8.6.3a.- Presencia de fibrina intraalveolar segun la puntuacién obtenida en

los distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R13)

N Media +DE ICos59%
FiO2 0,21 6 2,014 (1,0-3,4)
FiO2 0,4 6 10,6+2,8 (7,6-13,6)
FiO2 0,6 6 25,6+8,2 (17,0-34,2)
FiO2 1 6 39,3+10,7 (28,0-50,6)

Tabla R13: p<0,001

ICo5%: Intervalo de confianza.

FiOz2: Fraccién inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacién estandar;

8.6.3b.- Porcentaje de presencia de fibrina intraalveolar segun los distintos

grupos de ratas ventiladas (Tabla R14 y Grafico R25)

N % afectacion +DE [Cos9%
FiO2 0,21 6 3,3+2,3 (1,0%-5,8%)
FiO2 0,4 6 17,7447 (12,7%-22,8%)
FiO2 0,6 6 42,7£13,6 (28,4%-57,1%)
FiO2 1 6 65,5+17,9 (46,7%-84,3%)

Tabla R14: p<0,001
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GRAFICO R25: DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE
APARICION DE FIBRINA INTRAALVEOLAR ENTRE
LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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8.6.3c.- Distribucion del grado de presencia de fibrina intraalveolar

(Tabla R15)
100
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70
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2L
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30
20
10 I
0
Fi02 0,21 Fi02 0,4 Fi02 0,6 Fi02 1
M Leve B Moderada M Severa
Grupo/Grado Leve Moderado Severo
afectacion
FiO, 0,21 100%
FiO. 0,4 100%
FiO;2 0,6 16,7 83,33%
FiO2 1 66,67% 33,33%

Tabla R15: p<0,00001
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Cuando se valora la presencia de fibrina intraalveolar en los distintos grupos de
animales, se aprecio de manera estadisticamente significativa (p<0,001) que habia poca
presencia en los grupos en los que se administré una FiO; por debajo de 0,6, si bien a
partir de esta fraccion inspiratoria de oxigeno la presencia de fibrina intraalveolar era
mayor, categorizando estos cambios como moderados, la mayoria de ellos (83,33%) en
el grupo de FiO; al 0,6, y severos (33,3%) en el grupo de FiO, al 1. El indice de
correlacion por grados de Spearman cuando se valoré la presencia de fibrina

intraalveolar fue de 0,86 (p<0,00001).

8.6.4.- ANALISIS DE LA PRESENCIA DE INFILTRADOS INTRAALVEOLARES

DEPENDIENDO DE LA FIO, EMPLEADA

8.6.4a.- Presencia de infiltrados intraalveolares segin la puntuacién

obtenida en los distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R16)

N Media +DE ICos59%
FiO2 0,21 6 3,0£3,0 (1,0-6,1)
FiO2 0,4 6 13,0+1,7 (11,1-14,8)
FiO2 0,6 6 32,6+6,5 (25,7-39,5)
FiO2 1 6 39,3+10,7 (35,0-48,3)

Tabla R16: p<0,001 FiO2: Fraccién inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacién estandar;

ICo5%: Intervalo de confianza.
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8.6.4b.- Porcentaje de presencia de infiltrados intraalveolares segun los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R17 y Grafico R26)

N % afectacion +DE [Cos9%
FiO2 0,21 6 5,0£5,1 (1,0%-10,3%)
FiO2 0,4 6 21,64+2,9 (18,5%-24,7%)
FiO2 0,6 6 54,4+10,9 (42,9%-65,9%)
FiO2 1 6 69,4+10,5 (58,3%-80,5%)

Tabla R17: p<0,001

GRAFICO R26:DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE
APARICION DE INFILTRADOS INTRAALVEOLARES
ENTRE LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25-P75)
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8.6.4c.- Distribucion del grado de presencia de infiltrados intraalveolares

(Tabla R18)
100
90
80
70
3:0' 60
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20
10 I
0
Fi02 0,21 Fi02 0,4 Fi02 0,6 Fi02 1
M Leve H Moderada
Grupo/Grado Leve Moderado Severo
afectacion
FiO, 0,21 100%
FiO2 0,4 100%
FiO. 0,6 83,33% 16,67%
FiO2 1 50% 50%

Tabla R18: p<0,00001

La presencia de infiltrados intraalveolares fue mayor en los grupos en donde la

FiO, era mas alta manteniendo diferencias significativas (p<0,001). Se aprecié como

estos infiltrados se presentaban en menor medida en los grupos de FiO, al 0,21 y a 0,4

etiquetandose los cambios observados como de leves, para mostrar una evolucion que

iba del grado moderado a severo cuando utilizamos FiO. de 0,6 a 1 respectivamente. El

indice de correlacién por grados de Spearman cuando se valoré la presencia de fibrina

intraalveolar fue de 0,86 (p<0,00001).
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8.6.5.- PATRON HISTOLOGICO GLOBAL

8.6.5a.- Patron histologico global segun la puntuacion obtenida en los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R19)

N Media +DE ICos%
FiO2 0,21 6 12+4,3 (7,4-16,5)
FiO2 0,4 6 48,5+9,5 (38,5-58,4)
FiO2 0,6 6 124,1+£14,0 (109,4-138,8)
FiO2 1 6 172,6+23,9 (147,5-197,7)

Tabla R19: p<0,001

ICo5%: Intervalo de confianza.

FiO2: Fraccion inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacion estandar;

8.6.5b.- Patron histologico global estimado como porcentaje segun los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R20)

N % afectacion +DE [Cos9%
FiO2 0,21 6 5,0+1,8 (3,0%-6,9%)
FiO2 0,4 6 20,2+3,9 (16,0%-24,3%)
FiO2 0,6 6 51,7+5,8 (45,6%-57,8%)
FiO2 1 6 71,9+9,9 (61,4%-82,4%)

Tabla R20: p<0,001
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8.6.5c.- Categorizaciéon del patrén histolégico global (Tabla R21)
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H Leve H Moderada H Severa
Grupo/Grado Leve Moderado Severo
afectacién
FiO2 0,21 100%
FiO, 0,4 100%
FiO2 0,6 100%
FiO2 1 33,66% 66,67%

Tabla R21: p<0,0001

Al analizar en patron histolégico global se aprecié que se mantiene la tendencia

vista por cada uno de los parametros histoldgicos por separado. En los diferentes

grupos, a medida que se aumentaba la FiO., los cambios histoldégicos eran mas

pronunciados, manteniendo las diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).

Estos cambios se empezaron a apreciar desde que se incremento la FiO, a 0,4, en

donde el porcentaje de afectacion pulmonar se cuadriplicé con respecto al grupo en el

que se empled una FiO, de 0,21 (5,0% en el grupo de 0,21 frente al 20,5% en el que se

empled 0,4). En los grupos en los que se empled una FiO2 de 0,6 y 1, se multiplicod por

10 y por 15 respectivamente el grado de afectacion con respecto al grupo en los que se

empled una FiO2 de 0,21 (5,0%,51,7% y 75% respectivamente). Grafico R27.
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GRAFICO R27: DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE
DE AFECTACION HISTOLOGICA GLOBAL ENTRE
LOS GRUPOS (MEDIANA Y P25.P75)
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Por otro lado, segun la categorizacion empleada, los cambios leves solo se
pusieron de manifiesto en los grupos en los que se empled una FiO; de 0,21 y de 0,4.
Todos los cambios observados en el grupo con FiO; al 0,6 fueron moderados y la
mayoria de los cambios que se apreciaron el grupo de FiO; al 1 fueron severos. El
coeficiente de correlacion por rangos de Spearman cuando se analizé el patrén

histoldgico global fue de 0,91 (p<0,00001).
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8.6.6.- ANALISIS DE LOS CAMBIOS FIBROTICOS OBSERVADOS DEPENDIENDO

DE LA FIO, EMPLEADA

Para el estudio de la fibrosis, también se realizé un recuento de 20 campos a
x400 para obtener aproximadamente 400 alvéolos (media de 20 alvéolos por campo).
El desarrollo de fenédmenos fibréticos se cuantificd segun la escala de Ashcroft (1988)
modificada por Hibner (2008). Tabla R22. Los datos pormenorizados de los cambios

fibréticos observados, estan recogidos en el Anexo VII.

Grado de fibrosis Escala modificada

0 Septos alveolares: Ausencia de acumulos de fibrina.

Estructura pulmonar: Normal.

1 Septos alveolares: Pequeiios cambios fibréticos aislados (engrosamiento septal <3 veces
el grosor normal).
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin presentar

masas fibréticas.

2 Septos alveolares: Cambios fibréticos evidentes (engrosamiento septal >3 veces el grosor
normal) con formacién de conglomerados pero sin estar conectados con otros.
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin presentar

masas fibréticas.

3 Septos alveolares: Paredes fibréticas contiguas (engrosamiento septal >3 veces el grosor
normal) en todo los campos observados al microscopio.
Estructura pulmonar: Alvéolos parcialmente agrandados y ramificados, pero sin presentar

masas fibroticas.

4 Septos alveolares: Variables
Estructura pulmonar: Masas fibréticas Unicas que ocupan menos del 10% de los campos

observados al microscopio.

5 Septos alveolares: Variables.
Estructura pulmonar: Masas fibréticas confluyentes que ocupan entre el 10% y el 50% de
los campos observados al microscopio. Estructura pulmonar severamente dafiada pero,

aun, preservada.

6 Septos alveolares: Variables. La mayoria no existen.
Estructura pulmonar: Grandes masas fibréticas contiguas (>50% de los campos

observados al microscopio). Arquitectura pulmonar generalmente no preservada.

7 Septos alveolares: No existen

Estructura pulmonar: Alvéolos casi obliterados con masas fibréticas.

8 Septos alveolares: No existen.

Estructura pulmonar: Alvéolos completamente obliterados con masas fibréticas.

Tabla R22: Escala modificada por Hibner y cols. que utilizamos para el estudio de la

fibrosis pulmonar.
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8.6.6a.- Cambios fibréticos seguin la puntuaciéon obtenida en los distintos

grupos de ratas ventiladas (Tabla R23)

N Media +DE |Cos0%
FiO2 0,21 6 0,8+0,7 (0,4-1,6)
FiO, 0,4 6 1,8+0,4 (1,4-2,2)
FiO, 0,6 6 3,0£0,6 (2,3-3,6)
FiO2 1 6 4,0+0 (4-4)

Tabla R23: p<0,001 FiO2: Fraccién inspiratoria de oxigeno; DE: Desviacién estandar;

ICo5%: Intervalo de confianza.

8.6.6b.- Cambios fibréticos estimados como tanto por mil segun los

distintos grupos de ratas ventiladas (Tabla R24)

N %o afectacion +DE [Cos9%
FiO2 0,21 6 5,244,7 (0,2%-10,1%)
FiO2 0,4 6 11,442,5 (8,7%-14,1%)
FiO2 0,6 6 18,7+3,9 (14,6%-22,8%)
FiO2 1 6 2510 (25%-25%)

Tabla R24: p<0,001

El desarrollo de fendmenos fibréticos mostré diferencias entre los grupos,
presentandose mayores cambios a medida que se aumentaba la FiO, (p<0,001). En
tanto por mil, con respecto al grupo de FiO, al 0,21, el grado de fibrosis se duplicé

cuando se subid la FiO2 a 0,4 y se quintuplico cuando la FiO, empleada fue de 1 (5,2%o,
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11,4%0 y 25%o0 respectivamente). Grafico R28. Entre los distintos grupos el coeficiente

de correlacion por rangos de Spearman fue de 0,93 (p<0,00001).

Grado de fibrosis tanto por m
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8.7 ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS ALTERACIONES HISTOLOGICAS

OBSERVADAS

8.7.1 GRUPO FiO; 0,21

En este grupo, las caracteristicas histologicas del pulmén vienen representadas
por los siguientes componentes: las células epiteliales alveolares (neumocitos | y
neumocitos Il), constituyentes de los alvéolos y sacos alveolares, el tabique interalveolar
con fibroblastos/miofibroblastos, capilares sanguineos, mastocitos, macrofagos, las vias
aéreas mayores (bronquios y bronquiolos) y finalmente estructuras vasculares.

En la Foto R1 se aprecian algunos de los hechos previamente citados: alvéolos,
sacos alveolares y vasos sanguineos; en algunas de las estructuras vasculares de
mayor calibre podemos observar un marcado edema; estas caracteristicas histologicas

se corresponden practicamente con la estructura normal pulmonar.

Foto R1. Masson-Goldner. x100

Cuando observamos estos hechos a mayor aumento, es de destacar la
presencia de escasos elementos celulares inflamatorios que se localizan principalmente

en las ya citadas areas de edema perivascular (Foto R2).
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Foto R2. Hematoxilina-eosina. x200

Como ya hemos senalado, otro de los componentes habituales de los alvéolos
son los macréfagos tanto los dispuestos en la luz alveolar como los intersticiales, tal y
como podemos apreciar en la Foto R3 de un corte de pulmén tefido con la técnica

inmunohistoquimica de la Mieloperoxidasa (MPx).

Foto R3. MPx. x100
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Ocasionalmente se observan infiltrados inflamatorios de naturaleza

mononuclear, los cuales son muy evidentes en areas perivasculares (Foto R4).

Foto R4. Hematoxilina-eosina. x400

Con respecto a los neumocitos Il se ponen claramente de manifiesto en las
paredes alveolares con la técnica inmunohistoquimica del TTF-1 (Fotos R5 y R6); por
otro lado, el revestimiento pleural consiste en una capa simple de células mesoteliales
subyacente a las cuales se disponen fibrillas colagenas e, inmediatamente por debajo,

el componente alveolar (Foto R7).
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Foto R5. TTF-1. x400

Foto R6. TTF-1. x400
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Foto R7. TTF-1 x400

Las grandes vias aéreas vienen representadas por bronquios (Foto R8) y
bronquiolos (Foto R9) de diferente calibre, siendo muy evidentes con las técnicas

convencionales de HE.

Foto R8. Hematoxilina-eosina. x200
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Foto R9. Hematoxilina-eosina. x200
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8.7.2 GRUPO FiO, 0.4

En este grupo comenzamos a observar modificaciones histoldgicas que afectan
tanto al componente vascular como al alveolar, principalmente a los nheumocitos II; la
gran mayoria de los vasos de gran calibre, tanto arteriales como venosos, presentan un

destacado edema perivascular (Foto R10).

Foto R10. Masson-Goldner.

En otras areas, se pueden apreciar atelectasias y fendmenos fibréticos que,
ocasionalmente, constituyen pequefios acumulos rodeados por elementos de

naturaleza inflamatoria (Foto R11).
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Este infiltrado inflamatorio constituye auténticas masas o ndédulos, pudiendo ser
apreciadas también alrededor de vasos, principalmente aquellos de naturaleza venosa

(Fotos R12 y R13).

Foto R12. Hematoxilina-eosina. x200
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Foto R13. Hematoxilina-eosina. x200

En algunos alvéolos y sacos alveolares es posible observar modificaciones
histolégicas del tipo de hemorragias en grado leve (Foto R14) asi como fibrosis, sobre

todo en los alvéolos (Foto R15).

Foto R14. Hematoxilina-eosina. x200
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Foto R15. Masson-Goldner. x400

Con respecto a los neumocitos |l y mediante la técnica inmunohistoquimica de
TTF-1, observamos una hiperplasia de los mismos; este hecho es general en todo el
parénquima pulmonar, aunque se aprecia un ligero predominio en areas proximas a las

atelectasias, asi como en localizaciones subpleurales (Fotos R16 y R17).

Foto R16. TTF-1. x400
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Foto R17. TTF-1. x400

Con respecto a las vias aéreas, estas no mostraban practicamente
modificaciones histoldgicas de ningun tipo, tal y como podemos observar en la Foto R18,
en donde se distinguen dos bronquiolos y adyacente a uno de ellos un vaso de
naturaleza arterial; el resto del parénquima pulmonar aparece constituido por alvéolos y
sacos alveolares con abundantes neumocitos || marcados intensamente en su nucleo

con la técnica inmunohistoquimica del TTF-1.

Foto R18. TTF-1. x100
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8.7.3 GRUPO FiO, 0,6

En este grupo se manifiestan en mayor medida todos los hechos morfolégicos
ya observados en el grupo de ventilacion con FiO2 de 0,4. Asi, el edema perivascular es
practicamente general en todas las estructuras vasculares, tanto arteriales como
venosas y de diverso calibre (Foto R19), hay marcadas atelectasias (Fotos R20 y R21)
asi como hemorragias alveolares (Foto R22) e infiltrados inflamatorios intersticiales

(Fotos R23 y R24).

Foto R19. Hematoxilina-eosina. x200

Foto R20. Hematoxilina-eosina x200 (HE)
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Foto R21. Hematoxilina-eosina x400

Foto R22. Hematoxilina-eosina. x200
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Foto R23. Hematoxilina-eosina. x400

Foto R24. Hematoxilina-eosina. x200
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Con respecto a los neumocitos tipo I, observamos un destacado incremento de

los mismos, superior incluso a la hiperplasia del grupo de FiO; a 0,4 (Fotos R25 y R26).

Foto R25. TTF-1. x200

Foto R26. TTF-1. x400

Uno de los hechos destacados de este grupo es la presencia en mayor
proporcion de fibrosis alveolar; este hecho se pone claramente de manifiesto cuando se
realizaba la técnica de Masson-Goldner, ya que las fibras colagenas captan

intensamente el Azul de Anilina (Fotos R27 y R28).
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e

Foto R27. Masson-Goldner. x200

Foto R28. Masson-Goldner. x400
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8.7.4 GRUPO FiO; 1

Este grupo esta caracterizado por la maxima expresion de las modificaciones
histoldgicas en los grupos citados previamente.

Asi, es evidente un destacado edema perivascular (Foto R29), hemorragia
alveolar (Foto R30), fendmenos inflamatorios con presencia de células espumosas (Foto
R31)y, en ocasiones, los macrofagos se disponian periféricamente a algunos vasos, los

cuales mostraban unos marcados cojinetes musculares (Foto R32).

Foto R29. Hematoxilina-eosina. x40
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Foto R30. Masson-Goldner. x200

Foto R31. Masson-Goldner. x200
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Foto R32. Hematoxilina-eosina. x200 (HE)

También los macrofagos alveolares son destacados, tal y como podemos

observar en las Fotos R33 y R34.

Foto R33. MPx. x 100
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Foto R34. MPx. x100

Con respecto a la fibrosis, alcanza su maximo desarrollo en este grupo (Foto

R35), al igual que las atelectasias (Foto R36).

Foto R35. Masson-Goldner. x 200
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Foto R36. Hematoxilina-eosina. x100

Finalmente los neumocitos I mostraban una marcada hiperplasia, puesta de
manifiesto con la técnica inmunohistoquimica del TTF-1; estas células se podian
observar con un ligero incremento en areas peribronquiolares y subpleurales (Fotos R37

y R38)

Foto R37. TTF-1. x200
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Foto R38. TTF-1. x100

Con respecto al resto del parénquima pulmonar mostraba un intenso marcaje de
estas células aunque sin presentar ya una distribucion especifica, pudiendo apreciarse
su distribucion como células aisladas o formando pequefios acumulos (Fotos R39 y

R40).

Foto R39. TTF-1. x200
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Foto R40. TTF-1 x400
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El principal hallazgo de esta tesis doctoral es que la ventilacion mecanica
utilizando una estrategia protectora pulmonar con volumen inspiratorio (tidal) bajo y
PEEP produce, tras cuatro horas de exposicidn en animales sanos, alteraciones
histologicas, clinicas y moleculares. Ademas de esto, cuando se emplean distintas

concentraciones de oxigeno, determinados cambios son mas pronunciados.

La ventilacion mecanica, puede provocar danos pulmonares asociados o
inducidos por el ventilador (VALI o VILI). Como ya hemos sefalado, la ventilacion
mecanica que utiliza VT altos puede dafiar el pulmén mediante la sobredistension del
tejido pulmonar (volutrauma), siendo los alvéolos mas sanos, con una mayor
distensibilidad, los mas propensos a este tipo de dafio. El colapso ciclico y la reapertura
de alvéolos pueden también dafar el tejido pulmonar (atelectrauma). Por tanto,
optimizando los ajustes del ventilador para evitar atelectasias ciclicas y la
sobredistension de los alvéolos se limitara el dafio pulmonar. En un estudio sobre 3261
pacientes que no tenian SDRA a la inclusion y que posteriormente lo desarrollaron, se
aprecié que la programacioén inicial en el ventilador de un VT alto casi triplicaba las

probabilidades de que los pacientes desarrollasen SDRA (Gajic y cols. 2005).

En lo que respecta a la concentracion de oxigeno que se debe utilizar, tanto
inicialmente como durante el tiempo que un paciente permanezca conectado a la
ventilacién mecanica, existen muchas polémicas. La ventilacién prolongada con FiO,
muy altas (20,8) ocasiona lesion pulmonar aguda secundaria a la hiperoxia (HALI) y, si
no se reduce la concentracién de oxigeno, la evolucion clinica sera fatal. Por lo tanto, la
severidad del HALI es directamente proporcional a la presion parcial de oxigeno (sobre

todo cuando es superior a 450 mmHg) y al tiempo de exposicion.

La ventilacion mecanica con concentraciones de oxigeno suprafisioldgicas se
emplea de manera rutinaria para tratar a pacientes en los que resulta complicado
mantener la oxigenacion (aquellos con una Sa0.<90%). Si bien las concentraciones de

oxigeno cercanas al 100% se utilizan en raras ocasiones y solo en los pacientes mas
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graves, las concentraciones de oxigeno alrededor del 50 al 60% se utilizan
habitualmente y durante periodos prolongados de tiempo. La exposicion prolongada a
la hiperoxia no solo producira toxicidad pulmonar, sino que también puede ocasionar
efectos adversos en multiples érganos (ojos, sistema nervioso central, corazén, etc.)

debido al dafio oxidativo sobre las células endoteliales y epiteliales.

Ademas, niveles altos de FiO; y valores elevados de PaO, se asocian a un
incremento de la mortalidad en los pacientes criticos, como se aprecié en un analisis
retrospectivo de datos recogidos durante las primeras 24 horas de ingreso en mas de
36000 pacientes (Jonge y cols. 2008). Un estudio posterior del mismo grupo de trabajo
desveld que en la practica clinica, a pesar de obtener valores altos de PaO;
(establecidos como mayores de 120 mmHg) en las gasometrias arteriales de los
pacientes criticos, no se disminuia la FiO; si esta era de 0,4 o menor (Graaff y cols.
2011). Todo esto va en consonancia con la conclusién obtenida por un grupo de
investigadores canadienses que hace referencia a la heterogeneidad que existe entre

los médicos a la hora de abordar la administracion de oxigeno (Mao y cols. 1999).

Una de las primeras medidas que se aplican cuando un paciente esta grave,
independientemente de la causa de su enfermedad, es administrar oxigeno. En las
guias de la Sociedad Britanica del Térax se recomienda, como medida inicial en los
pacientes criticos y siempre y cuando el paciente no esté en riesgo de presentar una
insuficiencia respiratoria hipercapnica, el comenzar con la administracién de oxigeno a
través de una mascarilla-reservorio con un flujo establecido de 15 litros/minuto, con el
proposito de conseguir una saturacion periférica de oxigeno entre 94 y 98% (O’Driscoll
y cols. 2008). Sin embargo, el empleo de oxigeno a concentraciones superiores a las
presentes en el aire ambiente ha sido motivo de debate. Si la suplementacién a
concentraciones altas esta indicada en casos de hipoxemia, no esta claro si esta medida
deba seguirse en los casos en que los pacientes permanezcan normoxémicos. En este

sentido, y para apreciar que este hecho no es un problema solamente pulmonar, se ha
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estudiado el efecto de la suplementacion de oxigeno frente a no suplementarlo en los
pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM), apreciandose como el tratamiento con
oxigeno es apropiado en los casos de pacientes con IAM e hipoxémicos, pero en
aquellos que no presenten niveles bajos de oxigeno su suplementacion no esta
recomendada ni para aliviar los sintomas ni para reducir el tamafio del IAM, pudiendo

aumentar el dafio miocardico y el tamafo del IAM a largo plazo (Stub y cols. 2015).

Ademas de en el IAM, se ha visto que en el ictus isquémico agudo, la
administracion prolongada de oxigeno puede ser danina, aumentando la mortalidad al
ano (69% de supervivencia al afio en los que recibieron FiO, = 1 durante las primeras
24 horas post-ictus, frente a 73% en el grupo control), no estando recomendada su
administracion en pacientes que no presenten hipoxemia (Renning y cols. 1999). En la
resucitacion neonatal, el empleo de FiO, cercanas a 1, aspecto que tradicionalmente ha
sido un dogma, se ha cuestionado y desplazado por el empleo de aire ambiente en las
etapas iniciales. La utilizacion de altas concentraciones de oxigeno en estas situaciones
se ha relacionado con mayor mortalidad, con la presencia de lesiones cardiacas, renales
y de mayor riesgo de leucemia y cancer en la infancia (Saugstad y cols. 2006, Spector
y cols. 2005). También se ha visto en la reanimacion cardiopulmonar del paciente adulto
que el empleo de concentraciones altas de oxigeno ocasiona mal prondstico
neuroldgico, posiblemente debido a las lesiones de isquemia-reperfusion que se
producen en estos estados y a su efecto sobre el sistema nervioso central. En un estudio
retrospectivo de mas de 6000 pacientes que sufrieron una parada cardiorespiratoria, la
hiperoxia (definida como una PaO, mayor de 300 mmHg) se asocié con una peor
evolucion que la normoxemia (PaO- entre 60-300 mmHg) y la hipoxemia (PaO2 menor
de 60 mmHg) (Kilgannon y cols. 2010).

Para investigar la transcendencia de la hiperoxia en el manejo diario de los
pacientes sometidos a ventilacion mecanica, una encuesta realizada en tres hospitales

docentes en Holanda mostré que el 37% de los encuestados consideraban que a la hora
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de pautar los parametros del ventilador, la fraccion inspiratoria de oxigeno que se
administraba era un dato a tener en cuenta para evitar la lesidon pulmonar asociada a la
hiperoxia, pero no lo consideraban como uno de los principales problemas. En esta
misma linea, si consideraban el principal objetivo para evitar la lesion pulmonar aguda
asociada a la ventilacidon mecanica utilizar un VT bajo y limitar las presiones del
ventilador. Solo el 16% de los encuestados considerd que la medida mas importante

para limitar la lesion pulmonar era evitar FiO; altas (Helmerhorst y cols. 2014).

Si bien la utilizacion de FiO; altas (20,6) debe limitarse en el tiempo, el empleo
de concentraciones de oxigeno altas puede estar indicado en determinadas situaciones
siempre y cuando se utilice durante cortos periodos de tiempo. En una revision reciente
sobre las estrategias protectoras empleadas en pacientes sometidos a cirugia cardiaca
con by-pass cardiopulmonar, se propone que el empleo de concentraciones por encima
del 80% es beneficioso por sus efectos sobre el precondicionamiento isquémico y el

incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes (Ferrando y cols. 2015).

También se ha visto, en un amplio meta-analisis de 22 ensayos clinicos que
incluyeron un total de 7000 pacientes, como la utilizacion de una FiO; intraoperatoria
cercana a 0,8, cuando se comparaba con FiO; de 0,3, disminuia la incidencia de
infeccion de sitio quirdrgico sin aumentar las complicaciones pulmonares
postoperatorias y que una FiO, de 0,8 aplicada durante el intraoperatorio y las 6
primeras horas del postoperatorio disminuia la fuga de anastomosis tras gastrectomias
(Schietroma y cols. 2014). En otro estudio, que analizé 22 ensayos clinicos, el empleo
de FiO; altas durante el periodo intraoperatorio disminuyé la incidencia de infeccion de
sitio quirurgico y el grupo en el que se empled presentdé menos nauseas y vomitos

postoperatorios (Hovaquimian y cols. 2013).

En experimentacién animal, resulta dificil para los investigadores determinar si
se ha alcanzado o prevenido una lesién pulmonar. Como hemos visto con anterioridad

en el presente trabajo, en humanos, la definicion de SDRA/LPA esta clara; sin embargo
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estos criterios no pueden ser directamente trasladados a los animales de
experimentacién. No existe consenso en la comunidad cientifica de qué constituye
exactamente en los animales de experimentacion la lesion pulmonar aguda (LPA), en
parte debido a que no existe un parametro Unico o marcador que tenga la suficiente

sensibilidad y especificidad para diagnosticar y estratificar todas las formas de LPA.

De estaforma, no es practico utilizar los criterios de SDRA/LPA de la Conferencia
de Consenso Americana-Europea de 1994 o la Definicion de Berlin del afo 2012. Una
aproximacion alternativa podria ser la de definir la LPA en animales basandose en
criterios histopatologicos similares a los que se utilizan en humanos, en donde la
correlacién patoldgica de LPA es el dafio alveolar difuso, caracterizado, como ya hemos
visto, por infiltrados inflamatorios, engrosamiento de los septos alveolares y formacién
de membranas hialinas. Aun asi y aplicando estos ultimos criterios, no vamos a
encontrar en todos los animales todas las alteraciones histologicas que caracterizan al

DAD.

Hay que destacar también que aunque determinados parametros pueden
estudiarse en experimentacion animal (gasometrias arteriales, radiografias de torax,
ecocardiografia, etc.), los sistemas de monitorizacion mas avanzados para pequefios
animales solo estan disponibles en pocos centros a nivel mundial. Esto, unido a la
diversidad de métodos utilizados para valorar la LPA hace que resulte complicado

comparar los numerosos estudios de investigacién que existen al respecto.

De forma ideal, un modelo animal de LPA deberia tener una o varias
caracteristicas de la LPA en humanos, incluyendo una rapida instauracion después del
estimulo nocivo, evidencia de trastornos en la fisiologia pulmonar (trastornos en el
intercambio gaseoso o disminucién de la distensibilidad pulmonar), evidencia histoldgica
de lesién del parénquima pulmonar (componente endotelial, intersticial o epitelial) y

datos que reflejen un incremento de la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar.
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Sin embargo, no esta definido aun cuantas de estas alteraciones son necesarias para

definir la LPA.

Por lo tanto, existen multiples razones para justificar que la respuesta de los
pulmones de los animales ante un estimulo nocivo con respecto a la respuesta ejercida
por los humanos no es similar, destacando, ademas de lo expuesto hasta ahora, que
los animales de experimentacion suelen ser sanos y jévenes, a diferencia de los
pacientes afectos de SDRA/LPA que, en muchas ocasiones, son adultos, con patologias
asociadas o con varios estimulos nocivos concurrentes (sepsis, politransfusion,
politraumatismos, etc.). También, debemos considerar que en los animales el estimulo
nocivo suele ser uno solo (estrategia ventilatoria lesiva, determinados niveles de PEEP,
sepsis, etc.), conociendo, ademas, cuando comienza la causa que puede producir el

SDRA/LPA, hecho que se desconoce en la practica clinica diaria.

En una reunion de consenso (Matute-Bello y cols. 2011) que utilizé como
metodologia la comunicacion grupal (metodologia Delphi) orientada a permitir que un
grupo de expertos en experimentacién con un nivel de conocimiento y experiencia
elevado definiesen las caracteristicas que deberian desarrollar los modelos animales
para determinar una LPA, se estableci® que no es obligatorio que todas las
caracteristicas estén presentes en el mismo animal, pero si deberian mostrar alguna de

las que se enumeran a continuacion:

Rapida aparicion (dentro de las primeras 24 horas) y:

1) Evidencia histoldgica de lesién tisular
2) Alteracion de la barrera alveolo-capilar
3) Respuesta inflamatoria

4) Evidencia de disfuncion fisioldgica

Para valorar estas alteraciones utilizaremos los siguientes aspectos en cada una

de ellas:
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- Evidencia histolégica de lesién tisular:
i. Acumulacion de neutrdfilos en el espacio alveolar o en el espacio intersticial
ii. Formacion de membranas hialinas
iii. Presencia fibrina en el espacio alveolar
iv. Engrosamiento de la pared alveolar
v. Lesién histolégica medida por los sistemas estandarizados de puntuacion
histoldgica
vi. Evidencia de hemorragia
vii. Areas de atelectasias

viii. Cambios macroscépicos de lesion pulmonar

- Valoracion de las alteraciones de la membrana alveolo- capilar:
i. Aumento del contenido de agua extravascular pulmonar

ii. Aumento del ratio wet/dry del peso pulmonar.

- Evaluacion de la respuesta inflamatoria:
i. Aumento en el pulmén de la actividad de la miloperoxidasa.
ii. Incremento de los niveles de factores del complemento y de la matriz
metaloproteinaceas.

ii. Incremento de la concentracion de citoquinas proinflamatorias en tejido

pulmonar o en lavado broncoalveolar.

- Evidencia de disfuncion fisiolégica:
i. Hipoxemia
ii. Aumento de la diferencia alveolo-arterial de oxigeno
iii. Pa0O2/FiO2.<200 mmHg
iv. En animales en ventilacion espontanea, aumento de la frecuencia respiratoria
y de la ventilacion minuto.
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De todas estas, las mas relevantes son la que evidencia la lesion tisular y la que

evalua la alteracién de la barrera alveolo-capilar.

Discutiremos los resultados obtenidos en base a las caracteristicas enumeradas.

9.1 RAPIDO COMIENZO Y SELECCION DEL ANIMAL

En nuestro método, cada animal de experimentacion estuvo ventilado
mecanicamente durante 4 horas. Este tiempo lo elegimos en base a numerosos estudios
que muestran que en ese periodo se han producido alteraciones histologicas y
moleculares que reflejan dafio pulmonar (Villar y cols. 2009, 2010,2011). Hay estudios
en ratones sanos que han apreciado que la ventilaciéon mecanica con un VT de 7,5a 8
ml/kg y PEEP de 2 a 4 cmH-0 durante 4 a 6 horas causaba una elevacion de mediadores
inflamatorios en suero y en lavado broncoalveolar (Vaneker y cols. 2007) y cambios
histopatolégicos pulmonares (Wolthuis y cols. 2009), asi como edema pulmonar
moderado e incremento de la permeabilidad alveolo-capilar (Reiss y cols. 2011). En
estudios sobre ratas sanas, con solo 2 horas de ventilacion mecanica con volumenes
tidal de 10 ml/kg, se ha apreciado un incremento en la expresién de las citoquinas
proinflamatorias en el lavado broncoalveolar (Kotani y cols. 1999). En otros estudios, 4
horas de ventilacion empleando un VT de 8 ml/kg y 0 cmH»O de PEEP fueron suficientes
para alterar la matriz extracelular, engrosar el espacio perivascular y alterar la mecanica
pulmonar (Moriondo y cols. 2007). Tras 4 horas de ventilacién mecanica utilizando un
VT alto se ha visto cédmo se identifican alteraciones histolégicas, valoradas
cuantitativamente, y como se aprecia una disfuncion renal, en forma de disminucién del
flujo sanguineo renal, a través de la produccion de endotelina-1 y de fendmenos de
vasoconstriccion renal (Kupier y cols. 2008).

Ademas, 4 horas es un tiempo de ventilacién mecanica utilizado que puede ser

extrapolado a la practica clinica, ya que numerosas intervenciones quirurgicas duran
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como minimo ese tiempo. En las Unidades de Cuidados Criticos, cuando un paciente
precisa estar intubado y conectado a la ventilacion mecanica, lo esta por mucho mas

tiempo que las 4 horas que fij6 nuestro protocolo de estudio.

En nuestro trabajo elegimos como animal de experimentacion a la rata variedad
Sprague-Dawley frente a otras estirpes como la Wistar o Long-Evans, al ser este un
animal ampliamente utilizado en experimentacién animal y susceptible, al contrario que
otras estirpes, a las afecciones respiratorias. EI modelo experimental que hemos
utilizado en nuestro estudio se ajustd perfectamente a las condiciones que debe cumplir

todo modelo experimental.

9.2 EVIDENCIA HISTOLOGICA DE LESION TISULAR

La ventilacion mecanica con concentraciones elevadas de oxigeno es habitual,
ya sea en las Unidades de Medicina Intensiva como en los quir6fanos. Los intentos de
administrar bajas concentraciones de oxigeno mientras los pacientes estan conectados
a la ventilacién mecanica (hipoxemia permisiva), con el fin de limitar los efectos toxicos

del oxigeno no han dado frutos (Gilbert-Kawai y cols. 2014).

La hiperoxia causa lesion celular a través de la generacién de especies reactivas
de oxigeno. Sin embargo, los mecanismos precisos por los que se genera la lesiéon
epitelial y las razones por las que esto aumenta con la ventilacion mecanica, no estan
del todo entendidas. Se ha propuesto que la lesion pulmonar asociada a la hiperoxia
causaria una lesion tisular directa y alteraria las vias de sefalizacion que promueven la
lesion celular (Lee PJ y cols. 2003, Zaher y cols. 2007). Esta lesion esta ligada a la
activacion de vias moleculares que produciran, finalmente, fendmenos de apoptosis y

necrosis.

199



Discusion

El estrés oxidativo modifica la morfologia celular y su citoestructura por medio de
la destruccion de microfilamentos y la progresiva alteracion en la distribucién de la
actina. Ademas de este dano producido por la hiperoxia, la ventilacion mecanica per se
produce alteraciones ocasionadas por los cambios ciclicos que se producen sobre el
alvéolo. Si durante la respiracion espontanea la membrana basal alveolar sufre una
distension lineal del 4%, cuando esta sometida a la ventilacion mecanica esta distension

se situa entre el 15y el 40% (Roan y cols. 2011, Tschumperlin y cols. 1998).

Estudios previos han demostrado que el estrés oxidativo modifica la morfologia
celular debido a la destrucciéon de microfilamentos y a la reorganizacion de la actina
(Dalle-Donne y cols. 2001). Esta alteracién morfologica tendra consecuencias sobre la
funcién celular. La exposicidon de los macréfagos pulmonares a la hiperoxia afectara su
funcién bacteriana por los efectos marcados sobre la actina, como se aprecidé en un
estudio en el que se expusieron a grupos celulares a concentraciones de oxigeno del
95% durante 48 horas, encontrandose que los macrofagos expuestos a la hiperoxia
veian disminuida, con respecto al grupo que no recibié altas concentraciones de
oxigeno, su funcion fagocitica hacia la Klebsiella pneumoniae, a pesar del incremento
en la produccion de 6xido nitrico, un radical libre con importante accién destructora

sobre los patdégenos (O'Reilly y cols. 2003).

Las células epiteliales alveolares son cruciales para la integridad de la membrana
alveolo-capilar y su lesién sera uno de los responsables del dafio alveolar que se
produce por el oxigeno. La hiperoxia causa una remodelacién estructural de las células
epiteliales alveolares, tanto de la actina como de los microtubulos, produciendo una
alteracion de la deformacion celular, como se ha visto en experimentos en los que se

exponen a la hiperoxia durante 24-48 horas a este tipo de células (Roan E y cols. 2012).

En estudios animales, la exposicién a altas concentraciones de O, durante 3 dias

causa lesion de neumocitos |, hiperproliferaciéon de neumocitos Il, formacién de
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membranas hialinas, edema, fibrosis intersticial y fenomenos de remodelacion vascular

(Barazzone y cols. 1998).

La pérdida de surfactante da lugar a atelectasias y la combinacion de edema
pulmonar y atelectasias conduce a la caracteristica rigidez del pulmon. Posteriormente,
los neumocitos Il proliferan para intentar regenerar el revestimiento alveolar y tiene lugar
la organizacion de los exudados de fibrina, con la consiguiente fibrosis intraalveolar. A
continuacion, se desarrolla un engrosamiento en los septos, causado por la proliferacién

de las células intersticiales y el deposito de colageno.

Los neumocitos Il acttan como células madre del epitelio alveolar y tienen
funciones importantes, como la regulacion del metabolismo del surfactante, el transporte
idnico o la reparacion alveolar en respuesta a una agresion. Sin embargo, estas células
se ven afectadas por la ventilacién mecanica originando insuficiente sintesis y secrecion
de surfactante. Para investigar este hecho, se analizé la ultraestructura de los
neumocitos Il tras someter a crias de cerdos a ventilacion a alta frecuencia (estrategia
ventilatoria protectora utilizada en pacientes con LPA/SDRA) frente a ventilacién
mecanica convencional durante 24 y 48 horas. Se aprecid como estas células
presentaban, en el grupo que recibié ventilacién convencional, una disminucién en el
numero de microvellosidades y en la densidad electrénica, asi como una vacuolizacion
de los cuerpos lamelares (vacuole-like appearance) y deformidad polimorfica,
mostrando, a las 48 horas, como manifestacion principal, cuerpos lamelares gigantes y
microvellosidades irregulares . Estos cambios fueron menos severos cuando se empled

la ventilacion a alta frecuencia tanto a las 24 como a las 48 horas (Qin y cols. 2013).

En nuestro estudio, los cambios histologicos apreciados son evidentes,
pronunciados y estadisticamente significativos a medida que aumentamos la
concentracién de oxigeno. Observamos como el grado de afectacion de los septos
alveolares (engrosamiento de la pared alveolar), la presencia de hemorragias
alveolares, infiltrados intersticiales y fibrina intraalveolar, era mayor cuanta mas FiO; se
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administraba, llegando a producirse cambios severos en el grupo en el que se empled

FiO2 de 1.

Con FiO; de 0,21, a pesar de apreciar elementos celulares inflamatorios e
infiltrados inflamatorios de naturaleza monuclear en las areas de edema perivascular,
podemos considerar que los cambios generados con ese nivel de FiO2 son minimos y
las células epiteliales alveolares (neumocitos | y Il) no se aprecian hiperplasiadas.
Tampoco observamos cambios fibréticos, grandes zonas atelectasicas o focos

hemorragicos evidentes.

A pesar de que la utilizacion de una FiO2 de 0,4 es habitual cuando un paciente
esta conectado a ventilacion mecanica, a esta concentracion de O, ya se comienza a
vislumbrar lo que se confirmara con niveles superiores. El edema perivascular se hace
mas marcado, la hiperplasia de los neumocitos Il (marcados con TTF-1), en su intento
de regeneracion alveolar, es apreciable y comenzamos a observar areas atelectasicas
y fibréticas, aunque este ultimo aspecto, que hemos estudiado con la técnica de
Masson-Goldner, no es lo mas destacable en este nivel de FiO,, ya que son acumulos
pequefios, pero, aun asi, ya podemos intuir fendbmenos que no podemos considerar

propios de una estructura pulmonar normal.

Cuando aumentamos los niveles de O. mas allad del 0,21 ya apreciamos
caracteristicas de lesiéon pulmonar aunque en este grupo podriamos calificarlas como
leves. Observamos manifestaciones histologicas que reflejan el incremento de la
permeabilidad microvascular pulmonar, aspecto fisiopatolégico esencial en la
LPA/SDRA, apreciando fenbnemos hemorragicos a nivel alveolar debido a la lesion
tisular y a la destruccién de la arquitectura microvascular pulmonar, lo cual contribuye

directamente a la fuga de componentes sanguineos de los capilares al alvéolo.

El proceso por el cual pasa agua de los capilares al alvéolo es complejo y se

encuentra con varias barreras, incluyendo las superficies endoteliales y epiteliales, la

202



Discusion

membrana basal y la matriz extracelular. El paso de agua esta regulado activamente por
conexiones inter e intracelulares a través de las superficies endoteliales y epiteliales.
Esta regulacion puede verse afectada y aumentar de esta forma la permeabilidad
vascular. Entre estos multiples mecanismos reguladores se encuentra la angiopoyetina-
1, que estabiliza la microvascularizacién y la angiopoyetina-2 que compite con la anterior

para unirse al mismo receptor y desestabilizar la unién vascular (Eklund y cols. 2013).

En el grupo en el que se utilizé FiO, de 0,4, |la fase proliferativa estaba en marcha,
lo cual se evidencio por una proliferacion de neumocitos Il. Debido a la regeneracion
alveolar, la superficie de los alvéolos sufre una transformacion cuboidal manifestada por
un engrosamiento de los septos alveolares. El mecanismo exacto por el que se produce
la proliferacion de los neumocitos Il no esta del todo establecido. Se ha sugerido que
esta proliferacion es un mecanismo reparador de los neumocitos | destruidos, de tal
manera que los neumocitos Il podrian, de alguna manera, ser considerados las células
madres del epitelio alveolar (Bishop 2004, Barkauskas y cols. 2013). La organizacién de
las células madres y progenitoras en el pulmén adulto ha sido motivo de nhumerosas
investigaciones en los ultimos afos (Rawlins y cols. 2006, McQualter y cols. 2012,
Bertoncello y cols. 2013). Brevemente, estos estudios sugieren que las células madres
y progenitoras regionales son responsables del mantenimiento de lineas celulares
especificas presentes en la parte proximal y distal de la via aérea, asi como en el lecho
alveolar. También se especula que la proliferacion de los neumocitos Il esta mediada
por determinados factores de crecimiento producidos por los fibroblastos pulmonares
como una reaccién a la lesién pulmonar derivada de la hiperoxia. En experimentos en
ratas (Narasaraju y cols. 2006) se ha visto como la lesién de los neumocitos | dispara
factores de crecimiento (insulin-like growth factor) que inducen la proliferacién de los
neumocitos Il o, como se ha apreciado en cultivos celulares, acontece una

sobreestimulacion de osteopontina, una proteina multifuncidon que juega un importante
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papel en el crecimiento celular, diferenciacién, migracion y fibrosis tisular, en los

neumocitos Il (Kato y cols. 2014).

En nuestro modelo, los cambios apreciados hasta alcanzar una FiO, de 0,4 se
magnifican a partir de una FiO, mayor. Tanto en el grupo de FiO, 0,6 como en el
superior, es evidente el dafio alveolar que se produce y los cambios en la arquitectura
del alvéolo. Debemos comentar que en este estudio no se realizaron maniobras de
reclutamiento alveolar que pudiesen revertir los fendmenos ateléctasicos evidentes que
se observan a estos niveles de FiO,, debido a que nuestro protocolo solo incluyé, como

variable, la distinta concentracion de oxigeno entre los grupos.

Cuando se emplea una estrategia ventilatoria protectora, si no se programa un
nivel de PEEP adecuado, existe la posibilidad de que zonas pulmonares se colapsen y
no participen en el intercambio gaseoso. Las maniobras de reclutamiento, dirigidas a

abrir las zonas ateléctasicas, pretenden revertir esta situacion.

El origen de la atelectasias apreciadas en nuestro estudio, sobre todo, en los
grupos de FIO, 0,6 a 1, pueden tener varios origenes. Podemos hablar de atelectasias
por compresion que suceden cuando la presion transpulmonar que distiende el alvéolo
disminuye, lo cual empeora cuando cesa la respiracion espontanea. En nuestros
animales de experimentacién, como en todo modelo en el que se induce una anestesia
general unida al empleo de bloqueantes neuromusculares, las atelectasias por
compresion aparecen precozmente, pudiendo hablar de que en los primeros cinco
primeros minutos despueés de la induccion anestésica ya podemos apreciar la existencia
de este tipo de atelectasias (Hedenstierna y cols. 2000). Son fruto del desplazamiento
cefalico del diafragma, lo que origina una pérdida de su efectividad para mantener la
presién transpulmonar en unos niveles adecuados para que se mantenga la distension
alveolar. En este sentido, la zona diafragmatica que mas se desplaza después de la
induccion es la mas baja, mientras que la parte posterior se desplaza menos aunque

esta mas influenciada por el efecto de los relajantes musculares.
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A pesar de que utilizamos como inductor anestésico la ketamina, un anestésico
intravenoso (o de administracién intraperitoneal, como en nuestro caso) que es el Unico
que puede limitar los trastornos en la relacion ventilacion/perfusion debido a sus efectos
positivos sobre el gasto cardiaco (Hedenstierna y cols. 2005), sus ventajas, en este
sentido, no se pudieron ver reflejadas al emplear un bloqueante neuromuscular, como
el cisatracurio, para lograr la maxima adaptacién a la ventilacién mecanica. Por ultimo,
la disminucion del tono de los musculos intercostales, el desplazamiento de la sangre
del térax al abdomen con el consiguiente desplazamiento del diafragma y las
alteraciones de la dinamica diafragmatica, aunque en menor medida, también
contribuyen a la reduccion de la capacidad residual funcional y a la aparicién de

atelectasias por compresion.

Otro origen de las atelectasias observadas en nuestro estudio son las que se
producen por el empleo de altas concentraciones de O» que produce una disminucion
de la relacion ventilacion/perfusiéon (V/Q) en una zona pulmonar por debajo del valor
critico. En el SDRA, el colapso alveolar o el edema produce hipoxemia con areas de
baja V/Q en donde a mayor FiO2 mayor presencia de atelectasias. Son las denominadas
atelectasias por reabsorciéon. En un estudio sobre 14 pacientes se aprecié que en
pacientes bajo ventilacion mecanica respirando FiO. de 1 se producian importantes
fendmenos de desreclutamiento alveolar y que esto se podia prevenir con altos niveles
de PEEP (Aboab y cols. 2006). Por otro lado, se ha observado una reduccion en el
numero de atelectasias cuando se utilizan FiO, mas bajas en la induccion, en el

mantenimiento y antes de la extubacion (Rothen y cols. 1995).

El dltimo de los posibles origenes es debido a la pérdida de surfactante que
ocasiona que la tensién en la superficie alveolar disminuya, favoreciendo de esta
manera la aparicion de atelectasias. En este sentido se ha visto que realizando

maniobras que limiten la destruccion del surfactante, como intercalar suspiros en la
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ventilacion mecanica, determinados cambios posturales o la administracion de

surfactante exdégeno, se podria limitar este aspecto (Albert. 2012).

Es muy probable que estos tres mecanismos generadores de atelectasias
converjan y se solapen para producirlas. En nuestro trabajo, al no realizar ninguna
maniobra para reclutar alvéolos (salvo la instauracién de 3 cmH>O de PEEP), ni ningun
cambio posicional durante las 4 horas que duré cada uno de los experimentos, es
posible que el numero de atelectasias fuese mas elevado que si hubiésemos disefiado

una estrategia ventilatoria dirigida a limitar su aparicion.

Otro aspecto que nos gustaria destacar es el relativo a los signos de fibrosis
pulmonar que apreciamos en nuestro estudio. Dependiendo de la naturaleza de la lesion
pulmonar, los mecanismos reparadores comienzan de forma inmediata tras el estimulo
nocivo. Multiples son los mecanismos que interactian en estos procedimientos, como
el insulto inicial, los elementos estructurales o las vias de la sefalizacién, como la
recientemente apreciada via de sefalizacion de la Wnt/Bcatenina, que se activa
precozmente y modula la lesion pulmonar inducida por la VM (Villar y cols. 2011). La
alteracion de los procesos de reparacion alveolar puede ocasionar un exceso en la
sintesis y acumulacion de elementos de la matriz extracelular. Por otro lado, la
ventilacidn mecanica provoca el aumento de la sintesis de colageno y procesos de
transicion epitelio-mesenquimal (Cabrera-Benitez y cols. 2012). La transicién epitelio-
mesenquimal es un proceso por el que las células epiteliales pierden las uniones
intercelulares y sus marcadores epiteliales especificos, remodelan el citoesqueleto y
adquieren un fenotipo mesenquimal, con frecuencia en fibroblastos y miofibroblastos
(Zavadil y cols. 2005). Los fibroblastos y miofibroblastos que se han diferenciado del
epitelio son identificados por cambios morfolégicos y por marcadores especificos. Varios
factores de crecimiento y/o componentes de la matriz extracelular son claves para la
transicion epitelio-mesenquimal. EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast growth

factor) y muy especialmente TGF-f (transforming growth factor-B) estan involucrados
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en la migracion y transicion a un fenotipo mesenquimal (Kalluri y cols. 2003). Las células
alveolares son una fuente importante de TGF-B y citoquinas durante la lesion y la fibrosis
pulmonar (Xu y cols. 2003). Las células epiteliales alveolares primarias de rata y lineas
celulares epiteliales sufren transicion epitelio-mesenquimal en respuesta a TGF- y

endotoxina en cultivos celulares.

A pesar de que nuestros animales eran sanos y que fueron ventilados durante 4
horas, apreciamos una diferencia significativa entre los procesos fibréticos que se
evidencian con FiO; de 1 con respecto al resto de los grupos. Cierto es que la fibrosis,
valorada por medio de la escala de Ashcroft modificada por Hibner no es el hecho mas
llamativo de nuestro estudio, pero habria que valorar que en tan poco tiempo de
ventilacién y sin inducir en los animales ningun otro proceso, solo modificando la FiO,
como unico parametro lesivo, los cambios fibréticos, aunque muy leves, hayan

comenzado a aparecer.

La importancia de la fibrosis pulmonar es crucial para la evolucion en los
pacientes con VILI. Mas de la mitad de pacientes ventilados durante mas de 5 dias de
evolucion de SDRA tienen fibrosis pulmonar (Papazian y cols. 2007) y la mayoria de los
pacientes que mueren con SDRA tienen fibrosis pulmonar progresiva (Meduri y cols.
1995). La fibrosis resultante produce una pérdida de distensibilidad pulmonar que puede

ser responsable del prondstico fatal que tiene lugar en muchos casos de VILI.

En la practica clinica se ha comprobado en un estudio prospectivo sobre 85
pacientes con SDRA, en los que se valord la fibrosis con tomografia axial computarizada
de alta resolucién, que cuanto mayor es el grado de cambios fibréticos, mayor es el
tiempo que deben estar los pacientes sometidos a ventilacion mecanica (Ichikado y cols.
2012), con lo que aumentan las posibilidades de fallo multiorganico. Es interesante
recalcar que en el 90% de los pacientes con DAD con criterios de SDRA en el momento
de la biopsia pulmonar, la mortalidad se situa alrededor del 50%, pero si lo destacable

es la fibrosis pulmonar la mortalidad se dispara a un 86% (Parambil y cols. 2007).
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Observamos, por tanto, que en lo que respecta a la evidencia de lesion tisular,
son muchas las alteraciones que apreciamos en los distintos grupos experimentales
segun se modifica la FiO2. A medida que se incrementa la concentracion de oxigeno,
las areas atelectasicas, los cambios en las paredes de los alvéolos, la presencia de
hemorragias intraalveolares, de fibrina o de infiltrados intersticiales son mas evidentes.
Ademas, los cambios apreciados se ven objetivados con los sistemas de puntuacion
estandarizados (Matute-Bello y cols. 2001 y Hibner y cols. 2008), gracias a los cuales

obtenemos una visidon mas precisa del daio producido.

9.3 VALORACION DE LAS ALTERACIONES DE LA MEMBRANA

ALVEOLO- CAPILAR

La relacién entre el peso pulmonar hiumedo (recién extraido y pesado una vez
finalizado el experimento) y el peso de ese mismo fragmento de pulmon tras 72 horas
en una estufa (peso seco), indice wet/dry, la empleamos para la valoracion de la
acumulacion de agua pulmonar y sirve como reflejo de la presencia de edema en el
intersticio alveolo-capilar, uno de los primeros trastornos que se producen en la fase
exudativa de la lesion pulmonar aguda. Esta medicién se ha utilizado en numerosos

trabajos cientificos con este fin (Matsuyama y cols. 2008).

Otros indicadores, al igual que el indice wet/dry, se han utilizado en
experimentacién animal para valorar el edema pulmonar. Entre estos destacariamos el
denominado coeficiente de peso pulmonar (lung weight coefficient) que se obtiene de la
division entre el peso total de los pulmones del animal tras su extraccion y el peso total
del animal (Liu QP y cols. 2014). En nuestro estudio utilizamos el indice wet/dry por su

amplio uso como reflejo del edema pulmonar en los trabajos de investigacion.
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Ya sea para demostrar que determinada actuacién es lesiva para el pulmén,
como para valorar lo contrario el analisis del indice wet/dry es habitual en los trabajos
experimentales. Vemos, por ejemplo, que los estudios que emplean surfactante como
terapia potencial para la lesion pulmonar aguda, el indice wet/dry disminuye como reflejo
de la regresiéon del grado de edema y de la atenuacion de la lesién pulmonar (Sun Y
cols. 2015). Por otro lado, cuando se pretende investigar la contribucion de la apoptosis
en la lesion pulmonar aguda a través del sistema Fas/FasL después de la instilacion
intratraqueal de lipolisacarido, se aprecia como el indice wet/dry se eleva (Kitamura y

cols. 2001).

En la presente tesis doctoral, a medida que aumentamos la FiO; apreciamos
coémo el indice wet/dry también aumenta sugiriendo que, a mayores concentraciones de

oxigeno, hay mayor grado de edema pulmonar.

Nuestros resultados son diferentes a los apreciados en algunos estudios previos,
como el realizado en ratas sanas con el propoésito de valorar si la ventilacion mecanica
durante 4 horas con un VT similar al obtenido en la ventilacién espontanea causa per
se efectos negativos sobre la funcién pulmonar (Pecchiari y cols. 2014). En este estudio
no se apreciaron diferencias en el indice wet/dry, si bien en los distintos grupos no se
emplearon distintas concentraciones de oxigeno, sino que se utilizd una Unica
concentracion de oxigeno basal. Cabe destacar que los valores medios del indice
wet/dry que se obtuvieron en ese estudio fueron de 4,24+0,25, que al igual que en
nuestro estudio, son valores que se aproximan al que obtuvimos en el grupo de FiO a
0,21. El mayor grado de edema pulmonar y, por tanto, el mayor valor de indice wet/dry
que apreciamos en nuestro estudio en los distintos grupos, a medida que se aumenta

la concentracion de oxigeno, podria justificarse por este ultimo aspecto.

Al igual que en nuestro trabajo, en un estudio en el que se pretendio estudiar si
la hipercapnia terapéutica tenia efectos sobre la lesion pulmonar aguda en ratas
neonatales y en el que emplearon distintas concentraciones de oxigeno, el indice
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wet/dry aumento en el grupo hiperdxico (FiO2 de 0,98) aproximadamente un 10% con
respecto al grupo en el que se mantuvo la FiO2 de 0,21. Sin embargo, se alcanzaron
valores ligeramente superiores a los encontrados en nuestro estudio (en el grupo
normoéxico el indice W/D fue 5.38 £ 0.07 frente al obtenido en nuestro estudio que fue
de 4,29+0,7 y en el grupo hiperodxico el indice W/D fue de 5.87 + 0.16 frente a 4,710,2
de nuestro experimento) lo cual puede ser explicado porque este experimento dur6é 96

horas frente a las 4 horas del nuestro (MacCarrick y cols. 2010).

Las principales caracteristicas de la fase inicial de la lesion pulmonar aguda es
el trasvase de liquido hacia el espacio extravascular y la alteracion en su reabsorcion,
ocasionando una acumulacion del agua extravascular pulmonar (ELW). El indice wet/dry
obtenido postmortem se relaciona en la practica clinica diaria con el agua extravascular
pulmonar. Por este motivo es un valor a tener en cuenta en todos los estudios que

pretendan valorar las alteraciones en la permeabilidad de la membrana alveolo-capilar.

Actualmente, en la clinica diaria, por técnicas de termodilucion, el agua
extravascular pulmonar, indexada a la superficie corporal de los pacientes y el indice de
permeabilidad vascular (el cociente entre el EVLW y el volumen sanguineo pulmonar)
son facilmente medibles en los pacientes criticos. Estos dos parametros, cuando estan
elevados, son predictores independientes de mortalidad en los pacientes con SDRA
(Jozwiak y cols. 2013). El indice de agua extravascular pulmonar se relaciona con el
peso del pulmén (Tagami y cols. 2010), como se ha comprobado antes y después del

fallecimiento de pacientes con SDRA, mostrando una excelente correlacion (r=0,90).

Aunque las definiciones de SDRA se han revisado recientemente, el agua
extravascular pulmonar todavia no forma parte de los criterios diagndsticos debido a
que hacen falta mas estudios prospectivos para su inclusion. Sin embargo, es de
destacar que este parametro predice la progresion de pacientes con factores de riesgo
hacia la lesién pulmonar aproximadamente dos dias y medio antes de que cumplan los

criterios diagnésticos convencionales (LeTourneau y cols. 2012).

210



Discusion

Los resultados que hemos obtenido en nuestro estudio reflejan una elevacion
significativa del indice wet/dry (himedo/seco) a medida que se administra mas oxigeno,
asumiendo por tanto, que el grado de edema pulmonar es mayor en los grupos que

recibieron mas FiO..

9.4 EVIDENCIA DE DISFUNCION FISIOLOGICA

En nuestro estudio no apreciamos hipoxemia en ninguno de los grupos
experimentales apreciando, en cambio, una elevacion significativa de la PaO. segun se
elevaba la concentracion de oxigeno, producto del ambiente hiperéxico en el que se
desarrollaron los experimentos. Toda lesion pulmonar aguda debe acompariarse de
hipoxemia pero debemos destacar que nuestro modelo experimental solo durd 4 horas
y se realizé sobre animales sanos, no dando tiempo, probablemente, a que las
alteraciones que apreciamos a otros niveles (histoldgicas, en la membrana alveolo-

capilar, etc.) se viesen reflejadas en este aspecto.

Por otro lado, las atelectasias observadas en los distintos grupos segun se
administraban concentraciones de oxigeno mayores, las podemos considerar que
tuvieron un efecto subclinico, ya que la relacion PaO./FiO., que es uno de los factores
que pueden determinar la cantidad de atelectasias pulmonares al reflejar en cierta
medida el grado de shunt, no disminuyé a medida que aumentaba la FiO,. Es posible
que, manteniendo a los mismos animales sanos ventilados con FiO; altas durante mas
horas o incluso dias, los fenédmenos fibréticos (en nuestro caso, muy leves) se hubiesen

manifestado en mayor grado y hubiésemos apreciado una caida en los valores de PaO,.

Con respecto a la PaCO,, si apreciamos que a medida que se aumentoé la FiO;
se retuvo mas CO., diferencias que resultaron significativas. Esta diferencia se obtuvo

en los grupos en los que se utilizd una FiO, de 0,6 y de 1 y la relacionamos con la
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hipoventilacién alveolar que se puede producir al alterarse las propiedades mecanicas

pulmonares.

El uso de un volumen tidal bajo durante la ventilacion mecanica puede producir
hipercapnia. Estos cambios en la PaCO; pueden alterar el funcionamiento del ventriculo
derecho por aumento de la presion en la arteria pulmonar y variar el gasto cardiaco
(Thorens y cols. 1996). Esta disfuncién vascular pulmonar durante el SDRA es
secundaria a varios factores, incluyendo la vasoconstriccion pulmonar mediada o
inducida por la hipoxia (por medio de endotelinas, tromboxano A2 o leucotrienos), por
compresion mecanica debido al edema intersticial y a la obstruccion intravascular debida
a la presencia de trombos, los cuales estan presentes, segun se ha visto en autopsias,
en el 95% de los pacientes que fallecen por SDRA (Tomashefski y cols. 1983). La
ventilacidn mecanica con altas presiones inspiratorias y grandes volumenes tidal
empeora esta disfuncidon vascular pulmonar. Por otro lado, la acidosis respiratoria se ha
relacionado de forma independiente con el cor pulmonale agudo que desarrollan
algunos pacientes con SDRA (Repessé y cols. 2015). En un estudio prospectivo
(Boissier y cols. 2013) sobre 226 pacientes diagnosticados de SDRA siguiendo la
clasificacion de Berlin y ventilados con una ventilacion protectora se diagnostico cor
pulmonale por ecocardiografia transesofagica en el 22% de los pacientes, mostrando
este grupo una mayor mortalidad que el de los pacientes que no lo presentaron (60% vs
36%) En nuestro estudio, 3 animales fallecieron (que no se incluyeron en el nimero total
de animales estudiados) en los grupos en los que se utilizé una FiO; de 0,6 (1 caso) y
de 1 (2 casos). La causa de las muertes fue edema agudo de pulmén, que se diagnostico
al apreciar elevacion de las presiones en via aérea, presencia de liquido rosaceo a
través de la canula de traqueotomia y evidencia de edema pulmonar tras la autopsia.
Es posible que estos cuadros fueran debidos a los trastornos hemodinamicos derivados

de la hipercapnia.
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En nuestro estudio si observamos unos cambios leves pero significativos en la
mecanica pulmonar. El principal parametro que se empled para monitorizar los cambios
en la mecanica pulmonar y establecer diferencias entre grupos fue la distensibilidad
dinamica y la presién pico que se registraron durante el estudio. Siendo una medida el
reflejo inverso de la otra, vemos como la presion pico aumenté a medida que se
administraba mas oxigeno y la distensibilidad disminuyé. Si bien la distensibilidad
pulmonar no forma parte de las dos ultimas clasificaciones de SDRA, la Conferencia
Americana-Europea de 1994 y la Definicion de Berlin de 2012, si se le dio importancia
a la hora de definir la lesion pulmonar al final de la década de los 80 (Murray y cols.
1988) siendo el descenso en la distensibilidad uno de los cuatro criterios necesarios

para la definicion del SDRA.

El descenso en la distensibilidad y la elevacién en la presién pico que obtuvimos
al analizar los datos se pueden deber a multiples causas, como son la presencia de
atelectasias, la pérdida de surfactante, el mayor grado de edema pulmonar que
obtuvimos cuando se emplearon FiO- elevadas (valorado a través del indice wet/dry) y
los cambios histolégicos producidos en los grupos en los que se aumentd la
concentraciéon de oxigeno. Estos aspectos pueden producir un descenso en los
volumenes pulmonares. Si nuestro protocolo hubiese incluido maniobras para limitar
estos aspectos (cambios posturales, cambios en la PEEP), es posible que hubiésemos

obtenido otros datos.

Resulta interesante destacar que en el Unico grupo en el que no se produjo
cambios en estos dos parametros fue en el que se utilizé una FiO, de 0,21. En los tres
grupos restantes si se produjeron cambios, siendo estos mas precoces en los grupos

que recibieron una FiO, de 0,6 y de 1.

En este sentido, varios autores han estudiado la relacion entre las propiedades
mecanicas del sistema respiratorio y las condiciones patoldgicas presentes en el
pulmén. En estos estudios, los cambios en los mecanismos pulmonares se relacionaron

213



Discusion

con distintos estadios de SDRA o de fibrosis pulmonar. Se ha visto que en pacientes
con fibrosis pulmonar idiopatica, la elastancia pulmonar (propiedad mecanica reciproca
de la distensibilidad) que viene determinada por la presién requerida para mantener el
sistema respiratorio insuflado con el mismo volumen y la resistencia del sistema
respiratorio, se ven alteradas de manera significativa en los pacientes con estados
avanzados de fibrosis pulmonar (Nava y cols. 1999). En otro estudio se aprecié que en
el establecimiento de la lesién pulmonar inducida por la ventilacion mecanica, un
incremento de la elastancia por encima del 50% con respecto a los valores basales se

relaciond con el grado de lesion pulmonar (Sibilla y cols. 2002).

En un modelo experimental de 4 horas de duracion utilizando VT bajo (6 ml/kg)
frente a VT alto (15 ml/kg) en ratas a las que se instilé acido intratraqueal (agresién
pulmonar directa, al igual que en nuestro estudio) o se les indujo un cuadro séptico por
medio de puncion cecal (agresion pulmonar indirecta), se encontré que la distensibilidad
pulmonar disminuyé solo en el grupo en el que se produjo un dafio pulmonar directo,
manteniéndose sin cambios en el grupo de animales sépticos independientemente del
volumen tidal empleado. En cambio, a diferencia de nuestro trabajo, se observd un
descenso en la oxigenacion (valorado por el ratio PaO2/FiO2) en el grupo al que se le
indujo el dafo directo (Kuiper y cols. 2011). Esto puede explicarse porque el dafio
pulmonar producido cuando se administra acido via traqueal acontece en minutos
(Matute-Bello y cols. 2008), a diferencia del producido por el oxigeno en el que se

precisa mas tiempo.

La distensibilidad dinamica se ha relacionado con la oxigenacion arterial y con el
grado de apertura pulmonar en un modelo experimental de lesion pulmonar aguda
(Suarez-Sipmann y cols. 2007). En nuestro estudio, el descenso que observamos en la
distensibilidad no se vio reflejado en la oxigenacion arterial, probablemente debido a
que el tiempo que duré cada experimento, al tratarse de animales sanos, fue corto para

que los trastornos en la oxigenacion fueran evidentes.
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En definitiva, en lo que se refiere a los trastornos fisioldgicos y de la mecanica
respiratoria los cambios que apreciamos a medida que aumentabamos la concentracion
de O3 fueron el descenso de la distensibilidad, la elevacién de las presiones pico en la

via aérea y una discreta, aunque significativa, elevacion de la PaCO..

9.5 EVALUACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA

En las muestras analizadas en suero y pulmoén, observamos una desigual
elevacion de los mediadores inflamatorios que son habitualmente determinados en la
mayoria de los estudios clinicos que analizan la VILI. Encontramos presencia de IL-10
en suero y pulmén, de IL-6 solo en pulmoén y de TNF-a en suero y pulmén. Sin embargo,
las diferencias de estas citoquinas entre los grupos no resultaron estadisticamente

significativas.

Para explicar estos resultados debemos considerar varios aspectos: los
animales utilizados fueron sanos; el tiempo que permanecieron sometidos a la
ventilacién mecanica fue de 4 horas; empleamos volumenes tidal bajos; utilizamos
PEEP vy, por ultimo, la hiperoxia produce un dafo inicialmente pulmonar, a diferencia del
dafo ocasionado en otras circunstancias, como en la sepsis, que es inicialmente
sistémico y puede ser que 4 horas de ventilacion mecanica no sean suficientes para

trasladar, como en el caso de la IL-6, ese dano a la circulacion sistémica.

Aunque es controvertido, la activacion y produccién de mediadores inflamatorios
tanto a nivel pulmonar como sistémico precisa un dafio pulmonar previo y, es posible,
que un estimulo sostenido en el tiempo. Ademas, como hemos apreciado en nuestro
estudio y que también se refleja en investigaciones previas, la ventilacion mecanica

protectora limita de forma evidente la liberacion de citoquinas.
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Nuestros resultados estan acorde con estudios previos en donde se comparan
distintos modos ventilatorios y que analizan cédmo la ventilacion mecanica modifica la
expresion de TNF-a, IL-18 e IL-6. Durante la utilizacion de la ventilacion mecanica con
VT bajos y PEEP disminuye la expresion de TNF-a, IL-1B e IL-6 a valores similares a
los que se encuentran en animales sanos. En un estudio en animales sépticos en el que
se compararon cuatro estrategias ventilatorias (VT de 20 ml/kg con y sin PEEP con VT
de 6 ml/kg con o sin PEEP) se aprecié cémo la IL-1[, la IL-6 y el TNF-a aumentaron en
todos los grupos que recibieron ventilacion mecanica excepto, como en nuestro trabajo,
en el grupo en el que se emplearon VT bajos y PEEP. Se demostré que 3 horas de VM
con PEEP se asocié con una reduccion significativa de TNF- a, encontrando el mayor
nivel de TNF circulante en los animales ventilados con VT altos y sin PEEP. Con
respecto a la IL-6, en todos los grupos estudiados aumentd, excepto en aquellos
ventilados con VT bajo y con PEEP. La IL-1p fue indetectable, no solo en los animales
con ventilacion protectora (VT bajos y PEEP) sino también en los que eran ventilados

con altos volumenes tidal (Herrera y cols. 2003).

En otro estudio de investigacion, en el que se estudiaron dos estrategias distintas
de ventilacion mecanica, se compararon pacientes con SDRA ventilados con VT altos y
PEEP baja (11 ml/kg y 6 cmH20 respectivamente) con otros ventilados con un patron
ventilatorio protector (7 ml/kg de VT y 14 cmH-0 de PEEP). El grupo con VT altos mostré
una elevacion de IL-18, IL-6 e IL-1 en el lavado broncoalveolar y de IL-1, TNF-a e IL-6
en el plasma. En cambio, en el que se empled un menor VT se aprecié una liberacién
mas limitada de mediadores inflamatorios en sangre y una cantidad menor de neutrofilos
en el lavado broncoalveolar. Ademas, en el grupo con una ventilacibn mecanica mas

lesiva, habia mayor prevalencia de fallo multiorganico (Ranieri y cols. 1999).

Para apreciar hasta qué punto la ventilacién mecanica con VT bajos y PEEP
puede limitar la liberacion de mediadores inflamatorios, en pacientes con ALI a los que

se les aplicaba una VM protectora se les modificd la modalidad ventilatoria pasando de
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una protectora a una con VT altos y PEEP baja, midiéndose en ambos casos la IL-1p,
IL-6 y TNF-a en plasma y lavado broncoalvoelar. Las conclusiones del estudio
mostraron que cuando se cambid la ventilacidn mecanica a una considerada mas lesiva,
los mediadores se elevaron en la primera hora y que esta elevacion podia ser reversible

cuando se volvia a la modalidad protectora (Stuber y cols. 2002).

En otros estudios en donde se investigaron los mediadores inflamatorios
estimulados por la hiperoxia segun la edad pulmonar se ha observado que, entre el
pulmon adulto y en el que todavia no esta desarrollado hay diferencias en el tipo y en la
secuencia temporal en la expresion de citoquinas y su liberacion, siendo el pulmén en
desarrollo altamente resistente a la hiperoxia cuando se le compara con el pulmoén
adulto. En los pulmones adultos se ha visto elevacién significativa de IL-6 en respuesta
a la hiperoxia a partir del tercer dia, mientras que en pulmones inmaduros esta elevacion
se produce a partir del décimo dia (Bhandari 2002). Se concluye en estos analisis que
el retraso en la elevacion pulmonar de IL-1 e IL-6 en el pulmén poco desarrollado puede
ser que induzca un efecto protector que podria ayudar en la resolucién de la lesién
pulmonar inducida por la hiperoxia (Bhandari y cols.2006). Por otro lado, el TNF-a y la
IL-6 pueden tener distintos papeles en la respuesta pulmonar a la hiperoxia, ya que se
ha visto una mayor produccion de TNF-a alrededor del tercer dia tras la administracién
de oxigeno a altas concentraciones y de IL-6 a partir del sexto dia, paralelo a la

reduccioén del proceso inflamatorio (Ben-Ari y cols. 2000).

Ya hemos visto que cuanto mas lesiva es la ventilacién mecanica, mas liberacion
de mediadores se produce. Como ya se comento al hablar del dafio producido por las
atelectasias, esta liberacion disminuye si afadiamos PEEP (Tremblay y cols. 1997). Sin
embargo, utilizando el mismo modelo, otros autores encontraron que solo existia un
ligero aumento de la IL-1B y del MIP-2 (proteina inflamatoria de los macréfagos) en el
lavado broncoalveolar de ratas ventiladas con 42 ml/kg con respecto a las ventiladas

con 7 ml/kg, no encontrando diferencias en los niveles de TNF-a entre ambas
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estrategias ventilatorias. Los autores de este estudio concluian que las estrategias
ventilatorias lesivas no necesariamente originan produccién de citoquinas
proinflamatorias en los pulmones (Ricard y cols. 2001). Estos resultados contradictorios
plantean la cuestién de si la ventilacion mecanica puede no ser suficiente para promover
la intensa secrecion de citoquinas proinflamatorias, aspecto que si podria suceder si se

combina con otro tipo de dafio.

Si incluimos otro dano distinto a la hiperoxia, como el visto en ratas en las que
se induce un shock hemorragico y se ventilan ademas con una estrategia ventilatoria
lesiva (VT 30 ml’kg y PEEP 0 cmH20), se aprecia como estos dos factores interactian
liberando mediadores inflamatorios. Por el contrario se observd que la estrategia
ventilatoria referida, aplicada sin la induccion del shock hemorragico, no producia esta

liberacion (Bouadma y cols. 2007).

Al depender la agresion pulmonar producida por el oxigeno del tiempo de
exposicion al mismo, cuando comparamos nuestros resultados con los obtenidos en
otros estudios (Kuiper y cols. 2011), que utilizan también un agente lesivo pulmonar
directo pero de rapida agresividad (instilacion intratraqueal de acido), vemos que, a
diferencia de estos, los valores obtenidos de mediadores inflamatorios en nuestro caso
fue baja. Por lo tanto, es posible que el tiempo necesario para la instauracion de la lesién

pulmonar sea un factor determinante.

En la patogénesis de la VILI hay que tener en cuenta otros parametros
ventilatorios que podrian tener influencia en su desarrollo, aunque con efectos menos
significativos, uno es el aumento de la frecuencia respiratoria y el otro la modalidad
ventilatoria empleada. En lo que respecta a la frecuencia respiratoria, un mayor numero
de respiraciones por minuto podria ocasionar mayor estrés en la pared alveolar. En un
modelo de pulmén de conejo perfundido ex vivo se demostré mayor edema y hemorragia
perivascular cuando el pulmén es ventilado con una frecuencia de 20 rpm que cuando

es ventilado solo con 3 rpm (Hatchkiss y cols. 2000).
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Por otro lado, con respecto a la modalidad ventilatoria empleada, parece que un
flujo decelerado en vez de un patrén de flujo constante se asocia con una reduccién de
los fendmenos de sobredistensién pulmonar en las zonas no dependientes. En un
estudio experimental en el que se midid el grado de aireacion pulmonar mediante
estudios con tomografia axial computarizada (TAC), se demostré que uno de los
mecanismos por los que puede ser ventajoso el empleo de la ventilacion controlada por
presién o con flujo decelerado sobre la ventilacién controlada por volumen o con flujo
constante consiste en una mejor distribucion del gas en el pulmén, mediada por un
discreto efecto de reclutamiento de zonas pulmonares danadas, pero sobre todo por
evitar la sobredistension en zonas apicales pulmonares, sin que se produzca ningun
cambio en la presion alveolar ni en el intercambio gaseoso (Prella y cols. 2002). No
creemos que estos dos factores guarden relacion con los resultados obtenidos, ya que
el modelo que hemos utilizado, como comentamos con anterioridad, ya ha sido evaluado

en otros estudios.

En nuestro experimento, para facilitar la adaptacion de los animales de
experimentacién a la ventilacion mecanica, utilizamos cisatracurio, un bloqueante
neuromuscular no despolarizante. Un estudio clinico encontrd que pacientes con SDRA
que recibian cisatracurio, con la misma finalidad que en nuestro estudio, tenian menor
riesgo de muerte durante las primeras 48 horas del diagnéstico (Papazian y cols. 2010).
El descenso de la mortalidad podia ser debido, en parte, a una menor aparicion de VILI
producida por una atenuacion del biotrauma (Slutsky 2010) ya que, en estudios
anteriores, se aprecié un descenso en la respuesta inflamatoria en pacientes con SDRA
que recibieron bloqueantes neuromusculares (Forel y cols. 2006). Al igual que en este
trabajo, los mediadores inflamatorios en nuestro caso pueden haberse visto limitados

por este hecho.

La mayoria de los trabajos en los que se aprecia una elevacion significativa de

los mediadores inflamatorios se realizan sobre modelos animales a los que se les induce
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una lesién pulmonar conocida, como puede ser el empleo de volumenes tidal
excesivamente altos (20 a 40 ml/kg), sin PEEP o tras la induccién de sepsis. Otros
modelos estudiados son aquellos en los que se extrae el pulmén del animal y se le
aplican mecanismos lesivos para valorar su efecto. Ninguno de estos modelos ha
demostrado ser ideal y hay que valorar de manera individual los resultados que se

obtienen.

En nuestro trabajo, empleamos una estrategia ventilatoria con VT bajos y con
PEEP y nuestras ratas eran sanas. Habria que valorar en estudios posteriores si
empleando otro tipo de estrategia ventilatoria, mas lesiva para el pulmén y durante mas
tiempo, la utilizacion de distintas concentraciones de oxigeno hubiesen arrojado
resultados distintos. Nuestras muestras fueron analizadas en suero y en pulmén, por lo
que no podemos extraer conclusiones de qué hubiese ocurrido si determinamos los

mediadores inflamatorios en lavado broncoalveolar.

Estos aspectos que reflejamos también han sido vistos en estudios en pacientes
sin enfermedad pulmonar previa. En un estudio sobre 62 pacientes sometidos a cirugia
toracica o abdominal se aplicaron a dos grupos, durante 3 horas, distintas estrategias
ventilatorias, una de ellas con un VT entre 12 y 15 ml/kg sin PEEP y la otra con un VT
de 6 ml/kg y 10 cmH-O de PEEP, apreciando en ambos grupos como no existian efectos
sobre los niveles plasmaticos de TNF-q, IL-1(3, IL-8 o IL-6 (Wrigge y cols. 2004). Con
anterioridad, el mismo grupo de investigadores encontré que en pacientes sanos, la
utilizacién de un VT de 6 o 15 mil/kg sin PEEP o un VT de 6ml/kg con PEEP
administrados durante 1 hora de ventilacion mecanica, no tenian efectos sobre los

niveles plasmaticos de TNF-q, IL-1 Ra, IL-6 o IL-12 (Wrigge y cols. 2000).

Por lo tanto, parece que una condicion indispensable para encontrar una
elevacion de los mediadores inflamatorios mas habitualmente estudiados es la
existencia de una comorbilidad previa. Esto puede verse reforzado por el hecho de que

en un modelo similar al nuestro en lo que a FiO; se refiere (0,21, 0,4, 0,6 y 1), pero
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aplicado a ratas sépticas y sin estar ventiladas mecanicamente, sino alojadas en una
urna, mostrdé como la hiperoxia aumenté los niveles de TNF-a, IL-6 e IL-10 (Rodriguez-
Gonzalez y cols. 2014). Por otro lado, y también apreciable en este estudio, se evidencio
cémo en las ratas sépticas, la hiperoxia facilitd la propagacion de la infeccién, lo que
invita a plantearse para futuros estudios qué niveles de oxigeno son los “seguros” en los

pacientes sépticos.

En el presente trabajo no encontramos relacién entre los resultados obtenidos
de los mediadores inflamatorios y la FiO, empleada, no existiendo diferencias
significativas entre los grupos. La combinaciéon de volumenes tidal altos e hiperoxia
produce una reduccion significativa de la distensibilidad pulmonar, aumento de la
permeabilidad de la membrana alveolo-capilar, disfuncion del surfactante pulmonar y
elevacion de mediadores proinflamatorios (Li y cols. 2007). Si se emplea una estrategia
ventilatoria, como en nuestro caso, que limite el VT a 6 ml/kg junto con hiperoxia, los

trastornos comentados con anterioridad pueden limitarse (Kallet y cols. 2013).

Hay que considerar también que en nuestros resultados los grupos que
recibieron FiO, de 0,6 y de 1 presentaron una acidosis respiratoria en los analisis de las
gasometrias arteriales obtenidas al final de los experimentos. Como ya ha sido evaluado
con anterioridad, la acidosis respiratoria ocasionada por el empleo de VT bajos podria

atenuar la respuesta inmune.

Varios estudios clinicos sugieren un papel protector de la acidosis respiratoria en
varios 6rganos, incluyendo el pulmén (Hickling y cols. 1990, Swenson 2004). Distintos
mecanismos podrian explicar el efecto que tiene la acidosis respiratoria sobre la VILI.
En primer lugar, aceptando un mayor nivel de PaCO (hipercapnia permisiva) se puede
reducir el VT administrado y disminuir las presiones en la via aérea, lo cual tendria
efectos beneficiosos sobre la VILI. Segundo, como se ha observado en estudios
experimentales y clinicos, la acidosis hipercapnica tiene efectos directos sobre la

perfusién pulmonar, oxigenacién y transporte de oxigeno, debido a que la curva de
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disociacion de la hemoglobina se desplaza hacia la derecha mejorando la
ventilacién/perfusion. En tercer lugar, una elevacién de la PaCO, podria tener un efecto

modulador directo sobre la respuesta inflamatoria.

Queda por vislumbrar si el efecto protector estd mediado por la CO2 o
directamente por el pH. En un estudio que compard los efectos de la acidosis
hipercapnica con acidosis metabdlica normocapnica, se encontré que la acidosis
metabdlica ejerce los mismos efectos protectores que la acidosis hipercapnica en la VILI
(Kapetanakis y cols. 2011). Alguno de estos efectos pueden ser protectores, como la
inhibicion de la xantina oxidasa y la formacién de radicales de oxigeno, disminucién de
la activacion del complemento o la disminucion de la actividad transcripcional del NF-kB
(Takeshita y cols. 2003, Contreras y cols. 2012), un activador transcripcional
fundamental en la lesion, inflamacién y reparacion. Recientemente se ha estudiado, en
ratas a las que se indujo un neumoperitoneo y se les ventilé con diferentes estrategias
ventilatorias, como la ventilacién protectora con hipercapnia permisiva ejerce un efecto
protector pulmonar reduciendo el estrés oxidativo y la inflamacion inducida por TLR-4

(toll-like receptor 4) (Gao y cols. 2015).

En definitiva, existen varios aspectos que deben ser tenidos en cuenta a la hora
de interpretar los resultados obtenidos en lo que a los marcadores inflamatorios se
refiere y el por qué no se encuentran diferencias significativas entre los grupos a estudio.
El tiempo de exposicién, el tratarse de animales sanos, el empleo de una estrategia
protectora o la presencia de una acidosis hipercapnica son algunos de los factores que

hay que valorar para futuros estudios.

9.6 EVALUACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO

Ha sido ampliamente demostrada la participacion en la fisiopatologia pulmonar
de especies moleculares caracterizadas por su gran capacidad de interaccion quimica
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(reactividad), gracias a que presentan en su orbital mas externo un electrén no pareado.
A estas especies reactivas se les denomina, en general, como radicales libres; sin
embargo, cuando involucran a moléculas en las que el oxigeno es el elemento reactivo

de su estructura, se les conoce como especies reactivas de oxigeno (ROS).

Las ROS actuan de una doble forma, como toéxico directo sobre las células v,
como un segundo mensajero, modulando vias de sefalizacion intracelular. Esto
ocasiona inflamacion, infiltracion neutrofilica y produccién de citoquinas, asi como
apoptosis. La induccion de enzimas antioxidantes en respuesta al estimulo nocivo es
una parte crucial en la detoxificacion celular de las ROS y del mantenimiento de la
homeostasis redox celular. Existen varios sistemas defensivos en el pulmén para
contrarrestar el estrés oxidativo, incluyendo la catalasa, superéxido dismutasa y el
glutation. Estas enzimas son reguladas por el factor nuclear eritroideo 2 relacionado con
el factor 2 (Nrf2 o NFE2L2) que juega un papel fundamental en los mecanismos
antioxidantes al limitar el dafio oxidativo (Cho y cols. 2006). También induce vias de
rescate celular frente a la apoptosis y la carcinogenesis. En un estudio en cultivos
celulares se aprecio como el TNF y la expresién de Nrf2 estaban relacionados, siendo
el TNF responsable de la expresiéon y activacion de Nrf2, generando una respuesta
mantenida con el objetivo de limitar su dafio y ejercer de citoprotector (Rushworth y cols.
2011). A nivel pulmonar, la falta de Nrf2 exacerba la toxicidad de multiples estimulos
nocivos, como la hiperoxia o la ventilacién mecanica. En la hiperoxia, el Nrf2 se ha visto
que tiene un papel protector (Cho y cols. 2002) y alteraciones genéticas de este factor
de transcripcion favorecen la susceptibilidad a enfermedades pulmonares.
Recientemente se han relacionado variantes genéticas de Nrf2 en pacientes criticos con
la susceptibilidad al SDRA, reforzando la idea del papel del estrés oxidativo como factor

de riesgo de este sindrome (Acosta-Herrera y cols. 2015).

La hiperoxia produce lesion celular a través de la producciéon de especies

reactivas de oxigeno, como el anidn superéxido, el radical hidroxilo y el perdoxido de
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hidrégeno. Estas sustancias actuan sobre una superficie pulmonar muy amplia y con
una importante vascularizacién, lo que convierte al parénquima pulmonar en muy
susceptible al efecto téxico de estas sustancias (estrés oxidativo). Un desequilibrio entre
la produccion de ROS y los antioxidantes puede iniciar reacciones oxidativas en cadena
y peroxidacion lipidica que causan dafos celulares graves. Por lo tanto, cuando la
produccion de estas especies reactivas aumenta o los mecanismos celulares de defensa
estan alterados, los radicales de oxigeno pueden reaccionar y alterar la funcién

molecular intracelular, ocasionando la muerte celular.

Cuando se produce la exposicidon a niveles altos de oxigeno durante periodos
largos de tiempo, se pierde la posibilidad de eliminar el exceso de especies reactivas de
oxigeno, dando lugar a una lesion de la membrana endotelial capilar, del epitelio
alveolar, peroxidacion lipidica y edema intracelular. EI aumento en la peroxidacion
lipidica (medida por medio del malondialdehido como reflejo de la degradacion
oxidativa) que se produce tras la exposicion a la hiperoxia se acompafia de una menor
regulacion de la superoxido dismutasa y de la glutation peroxidasa, sugiriendo que la
patogénesis de la lesién pulmonar aguda inducida por el exceso de oxigeno puede ser
atribuida, al menos parcialmente, a un desequilibrio entre los oxidantes y los

antioxidantes.

En nuestro trabajo hemos observado una elevacion de las especies reactivas de
oxigeno que determinamos en pulmon y en suero (6xido nitrico, perdxido de hidrégeno,
radical peroxilo y peroxinitrito). Sin embargo, las diferencias entre los grupos no fueron
significativas. Ademas, como apreciamos, era esperable que en el tejido pulmonar
hubiese mas ROS, ya que el pulmén ventilado es un foco de produccion de ROS, en

cambio en el suero, aunque contiene ROS, el efecto queda “mas diluido”.

El hecho de no apreciar diferencias significativas puede estar relacionado con el
tiempo de duracién de los experimentos (4 horas), ya que una constante en la lesion
pulmonar aguda producida por el exceso de oxigeno es el relacionado con el tiempo de
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exposicion. Se sabe que el tratamiento prolongado con FiO2 (>0,9) causa lesion
pulmonar asociada a la hiperoxia (HALI) grave y es letal en todas las especies animales.
En modelos animales, la hiperoxia prolongada (7 dias con FiO, de 1) ocasiona
alteraciones histologicas similares a las encontradas en la lesion pulmonar aguda o en
los modelos de VILI. Entre estas alteraciones estan el edema, la formacion de

membranas hialinas, lesiones vasculares y fibrosis pulmonar.

En un estudio que compardé un grupo de ratas alojadas en una urna y en
respiracion espontanea pero sometidas a hiperoxia (FiO2 0.95) frente a otro grupo,
también en respiracién espontanea en urna, pero en el que se mantuvo normoxia, se
aprecio que los valores de TNF-a y IL-1B aumentaron en muestras pulmonares en el
grupo hiperéxico frente al que se utilizd aire ambiente, pero esto se produjo a partir de
las 24-36 horas. En las primeras 12 horas, no encontraron diferencias en los valores
obtenidos de estos marcadores inflamatorios entre los dos grupos. De la misma forma,
la valoracion del estrés oxidativo (realizada por medio de superdxido dismutasa,
glutation peroxidasa, malondialdehido) en las primeras 12 horas, a pesar de obtener
valores, no fue diferente entre los grupos hasta las 24 horas (Yu y cols. 2015). Este
estudio se enmarca dentro de los que aprecian que, para obtener diferencias en los
marcadores inflamatorios y en las especies reactivas de oxigeno, se precisa mucho

tiempo de exposicion.

En nuestro trabajo, otros de los factores que pueden estar relacionados, ademas
del tiempo, es la forma en que ventilamos a los animales en nuestro estudio (ventilacién
protectora). Debemos tener en consideracion que la estrategia ventilatoria que
utilizamos en todos los grupos limitd la sobredistension alveolar (la presion pico que se
alcanzo en nuestro estudio varié entre 12 y 16 mmHg) y mantuvo un nivel de PEEP
suficiente para evitar el atelectrauma, siendo la FiO: lo Unico que cambiamos entre los

grupos. Hay evidencias de que la VM afecta a la expresion de diferentes moléculas
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relacionadas con el estrés oxidativo y que puede producir la elevacion de ROS (Ngiama

y cols. 2012).

La ventilacion mecanica que produce mayor estrés en la pared alveolar aumenta
la proporcion de ROS, originando mayor produccion de estas especies en respuesta a
los fendmenos de sobredistension y de cizallamiento alveolar (Matsushita y cols. 2001).
El sistema NADPH oxidasa, la produccion mitocondrial y el sistema de la xantina oxidasa
son fuentes implicadas en el aumento de produccion de ROS en respuesta al estrés
mecanico. En un estudio en el que se plantedé que la sobredistension del epitelio
pulmonar aumentaba la producciéon de ROS que pudiesen estar relacionadas con la
lesion pulmonar inducida por la ventilacion mecanica, se expusieron células epiteliales
pulmonares a fendmenos ciclicos de tension mecanica, midiéndose la produccion de
ROS. Se llegd a la conclusién de que la produccion de ROS se incrementaba tras dos
horas de aplicacion excesiva de tension en estos grupos celulares (Chapman y cols.

2005).

En otro estudio que analizé el estrés oxidativo (valorado por peroxidacion
lipidica) y el papel de los antioxidantes (valorado por medio de Nrf2, sulfiredoxina-1y
subunidades de la glutamato-cisteina ligasa) en 3 grupos de ratas sometidas a
ventilacién mecanica con diferentes volumenes tidal (8, 30 y 42 ml/kg respectivamente),
se vio como el estrés oxidativo y los niveles de enzimas antioxidantes se asociaban
positivamente con el volumen tidal, sugiriendo que volumenes tidal altos causan mas

estrés oxidativo y mayor incremento de antioxidantes (Sun ZT y cols. 2015).

Es posible que si en nuestro estudio hubiésemos ventilado a los animales,
ademas de durante mas tiempo, con una ventilacion que produjese sobredistension
pulmonar y que favoreciese los fendmenos de atelectrauma, los resultados hubiesen

sido distintos.
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A pesar de no encontrar diferencias en los valores de especies reactivas de
oxigeno entre los grupos, si hemos encontrado en nuestro estudio datos que nos hacen
creer que, manteniendo mas tiempo a los animales ventilados, hubiésemos obtenido
valores de especies reactivas de oxigeno diferentes entre los grupos. De esta forma, en
la valoracién histologica apreciamos entre los grupos una mayor fase exudativa de
lesion pulmonar aguda a medida que aumentabamos la concentracién de oxigeno, una
mayor presencia de atelectasias, mayor grado de edema pulmonar (valorado por el
indice wet/dry) y una disminucién de la distensibilidad pulmonar, caracteristicas que
también se han visto en los casos de lesidon pulmonar aguda debido a la hiperoxia. No
encontramos, sin embargo, cambios en la oxigenacion. Es posible que mas tiempo de
ventilacion mecanica hubiese mostrado valores de especies reactivas de oxigeno

diferentes entre los grupos que pudiesen apoyar mas esta idea.

Al igual que ocurrié con los mediadores inflamatorios, debemos comentar que la
acidosis respiratoria obtenida en los grupos en los que se administré una FiO, de 0,6 y
de 1, pudo haber contribuido a la atenuacion del estrés oxidativo, como se vio en un
estudio en ratas, en donde la acidosis hipercapnica suprimi6 la via de sefializacion
mediada por ASK-1 (quinasa relacionada con la sefializacion apoptotica) confiriendo

propiedades antiapoptoticas y antioxidantes (Yang y cols. 2013).

Para estudiar la relacion entre la acidosis respiratoria y las reacciones oxidativas,
se condujo una investigacion en la que se sometio a diferentes grupos de ratas con una
lesion pulmonar secundaria a la administracién de endotoxina a una estrategia
ventilatoria, similar a la empleada por nosotros, manteniendo en un grupo la
normocapnia mientras en el otro se inducia una acidosis hipercapnica. Para analizar el
estrés oxidativo se valord la presencia de compuestos que reaccionaban con el
peroxinitrito y asi obtener un indicador oxidativo. Se aprecié que, en el grupo en el que
se mantenia la normocapnia estos indicadores oxidativos aumentaron, descendiendo

en el grupo que se mantuvo con una acidosis hipercapnica (Nichol y cols. 2010).
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Ya hemos comentado que el tiempo de exposicién al oxigeno es un elemento
clave para ver alteraciones importantes. En un estudio (Nash y cols, 1971) en el que
sometieron a animales de experimentacion a ventilacion mecanica manteniendo una
presion en la via aérea de 13 cmHO (similar a las obtenidas en el presente trabajo) con
distintas FiO2 se aprecié como, en el grupo con FiO; de 1 los animales no sobrevivieron
mas de 4 dias, observandose en la autopsia de este grupo como los pulmones estaban
edematosos y con membranas hialinas. Sin embargo, el grupo que recibié FiO, de 0,21
sobrevivido mas de 2 semanas y sus pulmones no evidenciaron diferencias con respecto
al grupo control. Resulta obvio que al tener el disefio de nuestro estudio un limite de
tiempo de ventilacion mecanica, los resultados en los que a especies reactivas de

oxigeno se refiere, deben ser analizados con cautela.

Por ultimo, resefar que el objetivo principal del trabajo tampoco era establecer
un perfil temporal de la expresién de inflamacion/ROS, sino solamente estudiar qué

pasaba a las 4h.

9.7 CONSIDERACIONES FINALES

El umbral letal en humanos expuestos a hiperoxia de manera prolongada es
desconocido y no se puede especular su nivel a partir de los resultados obtenidos en
animales. Varios estudios en pacientes criticos han pretendido valorar la importancia
clinica de la toxicidad pulmonar por Oz, pero los resultados obtenidos no han sido
concluyentes. En un estudio prospectivo se aleatorizé a 40 pacientes postoperados de
cirugia cardiaca que estaban con ventilacién mecanica a recibir FiO, de 1 (duracién
media de exposicion de 24 horas) o la minima FiO; para mantener una PaO; entre 80-
120 mmHg (este grupo no recibié FiO2 superiores a 0,42). Los resultados en ambos
grupos no evidenciaron alteraciones en la distensibilidad pulmonar, ni diferencias en el

shunt intrapulmonar, ni diferentes cursos clinicos (Singer y cols. 1970). En otro estudio
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se selecciond a 10 pacientes con lesidn cerebral irreversible para recibir FiO; al 0,21 o
FiO2 de 1. La duracién media de exposicion fue de 52 horas y el grupo hiperéxico mostro
mayor afectacion de la funcién pulmonar, manifestandose sobre todo por un descenso
de la PaO, que empezo6 a ser significativo tras 30 horas de FiO- 1, lo cual puede ser
explicado por el desarrollo de atelectasias por reabsorcion. Sin embargo, la autopsia no
revelo diferencias histolégicas entre ambos grupos (Barber y cols. 1970). En un estudio
retrospectivo en supervivientes de SDRA en los que se estudio la funcién pulmonar un
afio después de la recuperacion de este cuadro, se concluyé que los pacientes que
recibieron FiO2>0,6 durante mas de 24 horas presentaban una reducciéon de la DLCO
(capacidad de difusion de monoxido de carbono o factor de transferencia, que mide el
monodxido de carbono transferido desde el gas inspirado hasta la sangre capilar
pulmonar) con respecto a los que habian recibido FiO; por debajo de 0,6 (Elliot y cols.

1987).

En otro trabajo en el que se realizé un estudio histolégico en 21 pacientes
fallecidos después de haber recibido diferentes concentraciones de oxigeno durante el
tratamiento de su enfermedad, se apreci6 como la mayoria de los pacientes que
recibieron niveles de FiO, superiores a 0,5 presentaron neumonitis difusa con
membranas hialinas (8 de los 9 pacientes que las presentaron recibieron FiO, entre 0,6
y 0,8 durante dos dias), mientras que a los que se les administré una FiO, menor
presentaron solo una neumonitis focal (FiO. entre 0,25 y 0,4 durante 6 dias) (Sevitt

1974).

A pesar de las investigaciones realizadas y del mayor conocimiento que existe
en la actualidad sobre la toxicidad pulmonar por oxigeno, sigue sin encontrarse la cifra
magica en lo que a dosis de O y tiempo de exposicién se refiere que sirva de limite para
no ser sobrepasado, a sabiendas de que las complicaciones pulmonares puedan ser
irreversibles. Se mantiene la recomendacion de utilizar la FiO>, mas baja posible para

que cumpla con los objetivos de oxigenacion, los cuales pueden ser establecidos para
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una PaO; que se situe entre 60-70 mmHg y una saturacion periférica de O entre 90-
93%. Aun asi, el juicio clinico debe prevalecer para establecer unos objetivos de
oxigenacion adaptados a cada paciente, como es el caso de los pacientes con

enfermedad coronaria o con hipertension pulmonar que pueden tolerar mal la hipoxemia.

Ademas de lo expresado sobre las caracteristicas que deben tener los estudios
experimentales cuando se investiga acerca de la lesion pulmonar, en nuestro estudio
hemos querido ofrecer una vision global del dafio pulmonar que se ha producido y
conocer qué es lo que se afecta en mayor medida cuando utilizamos una estrategia
ventilatoria protectora con distintas concentraciones de oxigeno. Por este motivo hemos
querido ver esta lesidbn desde los siguientes enfoques: clinico, macroscopico,

microscopico y molecular.

Clinico: Seria una traduccion de lo que se podria encontrar el clinico en su
actividad diaria y que lo podria poner en la pista de que se estan produciendo una serie
de alteraciones que, aun siendo leves, si no se corrigen las causas desencadenantes
podrian progresar a cuadros mas severos. Lo determinariamos por los resultados
obtenidos en la gasometria arterial y por las propiedades mecanicas del sistema
respiratorio (distensibilidad dinamica y presion pico). En este punto hemos apreciado
que en animales sanos tras 4 horas de ventilacién mecanica, utilizando una estrategia
protectora pulmonar, a medida que aumentamos la FiO2, los parametros que veriamos
que se modifican de forma significativa serian la distensibilidad (que disminuye) y la
presioén pico (que aumenta). Por lo tanto, variaciones de estos dos parametros nos debe
hacer plantearnos que, entre las numerosas causas que pueden alterarlos
(desadaptacion del paciente a la ventilacion mecanica, aumento de la presion
abdominal, excesiva posicion de trendelemburg, etc.), una de ellas puede ser, en el caso
de que utilicemos FiO; altas (consideradas en nuestro estudio 20,6), el comienzo de una

posible lesion pulmonar asociada la hiperoxia. En este punto inicial, el nivel de
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oxigenacion no seria muy util al no mostrar empeoramiento en sus valores, pero debido

a los cambio en la arquitectura pulmonar se apreciaria una tendencia a la hipercapnia.

Macroscoépico: Determinado por el indice wet/dry, como indicador del edema
pulmonar. Hemos apreciado como a medida que se aumentaba la FiO; en los distintos
grupos de nuestro estudio, el indice wet/dry aumentaba, siendo este un parametro util a
tener en cuenta en estos casos. Corolario: deben evitarse en lo posible las

concentraciones de FiO; 2 0,6 debido al significativo edema pulmonar que se produce.

Microscopico: Determinado por la observacién de los trastornos histoldgicos.
Hemos visto importantes cambios en los septos alveolares, presencia de hemorragias
alveolares, fibrina e infiltrados intraalveolares en los distintos grupos, siendo mas
pronunciados en aquellos grupos con FiO, = 0,6. El desarrollo de procesos fibroticos,
aunque muy leves, se han evidenciado en los grupos con mayor concentracion de

oxigeno.

Molecular: Determinado por los mediadores inflamatorios y las especies
reactivas de oxigeno. Aunque hemos hallado elevacion de mediadores inflamatorios,
antiinflamatorios y de especies reactivas de oxigeno en pulmon y suero, no hemos visto
diferencia entre los grupos, posiblemente por el poco tiempo de duraciéon de los
experimentos y por el efecto limitante que sobre la hiperoxia pueda tener la ventilacion
protectora. En animales sanos, en los que se limita la sobredistensién pulmonar y se
aplica PEEP, estas determinaciones no han resultado concluyentes para el estudio de

la lesién pulmonar inducida por la hiperoxia durante 4 horas de ventilacion mecanica.

En definitiva, donde hemos apreciado mas cambios que puedan servir como
base para futuros estudios sobre el efecto de la hiperoxia a nivel pulmonar, es en los
que hacen referencia a las alteraciones en la mecanica respiratoria, a la presencia de

edema pulmonar y a los cambios en la histologia pulmonar.
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El presente estudio tiene varias limitaciones. Nosotros establecimos nuestra
hipétesis de trabajo alrededor de los efectos lesivos del exceso de oxigeno en el pulmén
pero disefiamos los experimentos para que duraran 4 horas. El dafio producido por la
hiperoxia es dependiente del tiempo y quizas, aumentando el tiempo de exposicion al
mismo, los resultados hubiesen sido mas contundentes. Aplicando nuestro protocolo
experimental, de 4 horas de duraciéon, hemos visto cambios significativos en las
caracteristicas histolégicas del pulmén, en la cantidad de edema pulmonar y en
determinados parametros gasométricos, asi como en la mecanica respiratoria. Sin
embargo, en otros valores medidos, como la oxigenacion o los mediadores
inflamatorios, no encontramos diferencias entre los grupos. Con respecto a esto ultimo,
a la hora de valorar la respuesta inflamatoria, no determinamos las citoquinas, ni otros
marcadores de inflamacion como los polimorfonucelares en el lavado broncoalveolar, lo

que quizas hubiese dado otros resultados en este sentido.

Por otro lado, lo unico que varié entre los distintos grupos del estudio fue el
oxigeno, manteniéndose el volumen tidal, la frecuencia respiratoria y la PEEP igual
durante todo el experimento en todos los grupos. Es probable que, aplicando maniobras
de reclutamiento pulmonar, modificando los valores de la PEEP o aplicando cambios
posturales determinados aspectos, como las atelectasias observadas, hubiesen
variado. La PEEP podria haberse ajustado individualmente guiada por los valores de
distensibilidad dinamica o por los valores de mediciones frecuentes de la relacion
PaO,/FiO, pero nuestro protocolo de estudio se disend para que el unico valor que

variase entre los grupos fuese la FiOa.

Por ultimo, nuestros animales eran sanos y sometidos a un periodo de ventilacion
mecanica que, aunque se ha demostrado suficiente en muchos estudios para evaluar la
lesion pulmonar, puede que presente limitaciones cuando lo que se quiere estudiar es

solo el efecto de una variable, en nuestro caso, el oxigeno. Quizas este mismo trabajo
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pero en animales sépticos o empleando distintas estrategias ventilatorias, hubiese dado

otros resultados.

Consideramos que estas matizaciones deben ser tenidas en cuenta para futuros

estudios que analicen el efecto de la hiperoxia en distintas poblaciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo pretenden aportar mas datos sobre el
efecto que tiene la ventilacién mecanica, empleada de la forma menos lesiva posible,

combinada con distintas concentraciones de oxigeno.

Para finalizar, destacar que, mientras que un paciente ingresado en las Unidades
de Cuidados Criticos permanezca intubado y conectado a ventilacion mecanica, no hay
duda de que la ventilacion protectora es la mas indicada (Petrucci y cols. 2013, Putensen
y cols. 2009). Sin embargo, en el ambito quirurgico, existe polémica. En este sentido,
uno de los principales objetivos cuando un paciente se somete a una anestesia general,
es el de disminuir las complicaciones pulmonares postoperatorias, responsables de una
alta morbilidad postoperatoria y de altos costes econdmicos (Shander y cols. 2011),
alcanzando su maxima incidencia entre el primer y tercer dia del postoperatorio
(Thompson y cols. 2003). Existen evidencias de la asociacion entre la estrategia
ventilatoria empleada durante una intervencion quirirgica bajo anestesia general y la
morbilidad pulmonar postoperatoria debido una inadecuada programacién de los
parametros ventilatorios, pudiéndose agravar e incluso iniciar un dafio pulmonar en
pacientes sin enfermedad pulmonar conocida (Serpa Neto y cols. 2012). Por tanto,
pareceria clinicamente adecuado emplear en el transcurso de una intervencion
quirdrgica una ventilacion mecanica protectora, con niveles moderados de PEEP y
maniobras de reclutamiento cuando sean necesarias, lo cual ya ha sido avalado en
diferentes estudios.

Un estudio (Severgnini y cols. 2013) en 56 pacientes sometidos a laparotomia
de al menos 2 horas de duracion, comparo la ventilacion no protectora (VT de 9 ml/kg y

PEEP 0 cmH,0) con una estrategia que consistia en utilizar un VT de 7 ml/kg, 10 cmH20
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de PEEP y maniobras de reclutamiento alveolar, que se aplicaron después de la
intubacion, antes de la extubacion vy, si durante la cirugia, se desconectaba al paciente
de la ventilacién mecanica. Esta ultima estrategia ventilatoria logré mejorar la funcion
pulmonar (valorada por espirometria antes y después de la cirugia), mostr6 menores
alteraciones en las radiografias de térax realizadas y consiguid mayores niveles de
oxigenacion y menores puntuaciones en la escala de complicaciones pulmonares
modificada (Pelosi y cols. 2008).

En otro estudio, en este caso multicéntrico que incluyé a 400 pacientes que
presentaban un riesgo intermedio o alto de complicaciones pulmonares postoperatorias
y que se sometieron tanto a cirugia laparoscépica como abierta, se mostré que el uso
de una ventilacion protectora basada en un VT entre 6-8 ml/kg, PEEP entre 6-8 cmH>0
y maniobras de reclutamiento, disminuia las complicaciones pulmonares vy
extrapulmonares (10% frente a 27%) cuando se comparaba con una estrategia
ventilatoria que empleaba un VT de 10-12 mi/kg de peso y PEEP 0 cmHO (Futier y cols.
2013).

Estos resultados favorables a favor de la ventilacion protectora no se vieron
refrendados en un amplio estudio multicéntrico (PROVHILO trial, 2014) que incluyé 30
centros en Europa y América y que conté con 900 pacientes que se sometieron a cirugia
abdominal y que se aleatorizaron en dos grupos: uno que recibié una PEEP de 12
c¢cmH20 y maniobras de reclutamiento y otro una PEEP < de 2 cmH,0 sin maniobras de
reclutamiento. Ambos grupos fueron ventilados con un VT de 8 ml/kg. El nivel tan bajo
de PEEP que se eligié se basd en una encuesta a anestesidlogos franceses que
respondieron que habitualmente, empleaban una PEEP entre 0 y 4 cmH>O sin
maniobras de reclutamiento (Jaber y cols. 2006). Se aprecié que la incidencia de
complicaciones pulmonares postoperatorias fue similar en ambos grupos (38% frente
39%) y que el grupo al que se aplico6 mas PEEP presenté mayores complicaciones
hemodinamicas con necesidad de farmacos vasoactivos. Hay que tener en cuenta que
en este estudio los niveles de PEEP fueron excesivos para tratarse de cirugias
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convencionales y que incluso muchos pacientes con SDRA reciben menos niveles de
PEEP. Por otro lado los mayores grados de inestabilidad hemodinamica se alcanzaron
una vez establecida la PEEP tras las maniobras de reclutamiento, mas que por el
reclutamiento en si.

Con el objetivo de prevenir las complicaciones pulmonares postoperatorias y
siguiendo el concepto de atelectasias intraoperatorias permisivas, en una revision
reciente se recomienda emplear un VT entre 6-8 ml/kg/peso ideal un nivel de PEEP =
de 2 cmH20 y no realizar maniobras de reclutamiento (Guldner y cols. 2015) en
pacientes no obesos que no tengan SDRA y que sean sometidos a una intervencion
quirdrgica sobre la pared abdominal.

En los estudios anteriormente citados son muchas las menciones que se hacen
sobre la modalidad ventilatoria, la PEEP y las maniobras de reclutamiento. Sin embargo,
son pocos los datos de los que disponemos con respecto a la FiO; que se utiliza. El
estudio de Severgnini indica tan solo que la FiO2 que se establecioé en el protocolo fue
de 0,4; el de Futier hace referencia a que, en caso de desaturacion, se puede utilizar
una FiOz de 1, en el estudio PROVHILO se indica que el establecimiento de la FiO, sera
a criterio del anestesiologo, pero que debe ser al menos de 0,4 y en la revisién de
Gluldner se habla de que la FiO, debe ser = 0,4 para mantener una saturacion periférica
de oxigeno superior al 92% y, en caso de que descienda de esa cifra se ajustaria la FiO2

segun el nivel de PEEP empleado.

Puede resultar complicado encontrar el punto, a partir del cual, la hipoxemia o la
hiperoxia sean perjudiciales para los pacientes. La hipoxemia, al igual que la hiperoxia,
es un hallazgo comun en los pacientes criticos y viene definida como la presencia de
una PaO, o SatO; por debajo de lo considerado como normal. Normal puede
considerarse unos niveles de PaO- entre 80-100 mmHg respirando aire ambiente y una
SatO2 mayor del 94% (O’Driscoll y col. 2008). Sin embargo, una importante variabilidad

interindividual puede existir entre estos valores, como es el caso de los pacientes con
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mas edad, ya que este es un factor relacionado inversamente con la oxigenacion, debido
a los trastornos en la ventilacion-perfusion. La administracion de oxigeno debe ser
considerada de la misma forma que el resto de los farmacos que se utilizan diariamente
y ser pautado atendiendo a sus efectos secundarios y a los beneficios que pretendemos
obtener. Todavia no se ha encontrado un limite inferior de oxigenacién que sea seguro,
pero es posible que se encuentre por debajo de lo que tradicionalmente se acepta en la
clinica diaria. El control preciso de la oxigenacién, que pretende evitar fluctuaciones
importantes de la oxigenacioén fuera de rangos definidos, o la hipoxemia permisiva son
conceptos que, a falta de estudios clinicos que les den evidencia, abren un camino para
la investigacion (Martin DS y cols. 2013). Cuando los pacientes estan conectados a
ventilacién mecanica, un tratamiento conservador que mantenga la SatO- entre 90-92%
ha demostrado ser seguro y, a pesar de que no muestre diferencias significativas
respecto a una estrategia mas liberal, hay una tendencia al descenso en la
concentracion de lactato y a la presencia de fallo organico extrapulmonar (Suzuki y cols.

2014).

A la luz de las alteraciones observadas en este trabajo de tesis doctoral, parece
prudente recomendar que, junto con la ventilacion mecanica protectora se deben evitar
largos periodos de tiempo, siempre que la situacion clinica lo permita, de FiO; iguales o
superiores 0,6. Una monitorizacion y vigilancia estrecha de la PaO, y SatO, para
detectar cuando se esta administrando una concentracion de oxigeno excesiva, de la
distensibilidad pulmonar y de la presiéon de via aérea, seran necesarias siempre y
cuando un paciente esté intubado y conectado a ventilacion mecanica. En este sentido,
necesitarian una vigilancia adicional aquellos pacientes sometidos a cirugias de larga
duracién (>4-6 horas) o que impliquen importantes trastornos respiratorios intra o
postoperatorios (esofaguectomia, cirugia unipulmonar, cirugia citorreductora con

quimioterapia hipertérmica intraoperatoria, etc.) y aquellos pacientes ingresados en las
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Unidades de Cuidados Criticos y que presenten factores de riesgo para desarrollar una

lesion pulmonar aguda.

237



10. CONCLUSIONES



Conclusiones

1.- La ventilacién mecanica, utilizando volumenes tidal bajos y PEEP, con el
objetivo de evitar la sobredistension y el cizallamiento alveolar, aplicada durante 4 horas
en animales sanos, produce trastornos a diferentes niveles si se utilizan concentraciones

de oxigeno altas.

2.- Las alteraciones mas evidentes se producen desde el punto de vista
histolégico en donde se aprecia que, a medida que se eleva la FiO2, hay un mayor grado
de afectacién de los septos alveolares y mayor presencia de hemorragias alveolares,
infiltrados y fibrina intraalveolar. Las atelectasias también son mas importantes en los
grupos con mas concentracion de oxigeno. Por otro lado, los cambios fibréticos

observados fueron de naturaleza leve.

3.- La membrana alveolo-capilar se afecta a consecuencia del edema pulmonar,

siendo este de mayor proporcién a medida que la FiO2 aumenta.

4.- A mayor concentracion de oxigeno, los cambios que se producen en la
mecanica pulmonar, en los distintos grupos, son mas pronunciados y se ponen de

manifiesto por una disminucion de la distensibilidad pulmonar.

5.- Existe una tendencia a la hipercapnia a consecuencia de las alteraciones de

la mecanica pulmonar, sin que esté implicada la oxigenacion.

6.- Aunque hemos observado en los grupos experimentales de estudio la
presencia de mediadores inflamatorios en sangre y plasma, al igual que de especies
reactivas de oxigeno, no apreciamos diferencias significativas entre los grupos,
probablemente debidas al poco tiempo de ventilacién mecanica, a que utilizamos una

estrategia ventilatoria protectora y a que nuestros animales eran sanos.

7.- Consideramos que debido a los cambios significativos que se producen en la
arquitectura alveolar, en la mecanica respiratoria y en el grado de edema pulmonar, una
FiO2 mayor o igual a 0,6 se debe evitar sin una justificaciéon clinica, controlando este

aspecto tanto en los pacientes quirurgicos como en los criticos.
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Anexos

ANEXO |: DATOS DE LA MONITORIZACION INTRAOPERATORIA

Grupo FiO20,21

Animal 1. 1H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 329
VT (ml) 2,00
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 280
Ppico (cmH20) 13,6 13,6 12,2 12,2 13,6
Distensibilidad 0,18 0,18 0,21 0,21 0,18
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 94 95 96 96
Temperatura (°C) 36,9 37,0 37,0 37,1 37,3

VT: Volumen tidal o volumen corriente; Ppico: Presion pico; Distensibilidad dinamica (ml/cmH20): VT/Ppico-
PEEP; PEEP: Presion positiva al final de la espiracion; SatO2: Saturacion periférica de oxigeno
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Animal 2. 2H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 370
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 290
Ppico (cmH20) 13,6
PEEP 3
Distensibilidad 0,20
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 93 91 92 92
Temperatura (°C) 36,7 36,8 37,1 37,1 37,2
Animal 3. 3H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 370
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 285 290 293 287 295
Ppico (cmH20) 12,2 12,2 13,6 13,6 13,6
Distensibilidad 0,23 0,23 0,20 0,20 0,20
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 95 97 96 95
Temperatura (°C) 36,7 36,8 37,1 37,1 37,2
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Animal 4. 4H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Peso (gr) 360
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 287
Ppico (cmH20) 12,2
PEEP 3
Distensibilidad 0,23 0,23 0,20 0,23 0,23
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 94 94 93 91
Temperatura (°C) 36,8 37,0 37,0 37,2 37,0
Animal 5. 5H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 350
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 282 294 305 300 295
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 13,6 13,6 13,6
Distensibilidad 0,22 0,19 0,19 0,19 0,19
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 96 97 96 96
Temperatura (°C) 37,2 37,0 37,1 37,0 37,1
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Animal 6. 6H21V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 320
VT (ml) 1,9
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 295 297 289 302 296
Ppico (cmH20) 12,2 12,2 13,6 12,2 13,6
Distensibilidad 0,20 0,20 0,20
dinamica (ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 96 94 94 95
Temperatura (°C) 37,2 37,1 37,1 37,2 37,3
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Animal 1. 1H40V

Grupo FiO20.,4

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 400
VT (ml) 24
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 289
Ppico (cmH20) 13,6 13,6 12,2 15 13,6
PEEP 3
Distensibilidad 0,22 0,22 0,26 0,20 0,22
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 98 99 98 98
Temperatura (°C) 37,0 37,0 37,0 37,1 37,2

VT: Volumen tidal o volumen corriente; Ppico: Presion pico; Distensibilidad dinamica (ml/cmH20): VT/Ppico-

PEEP; PEEP: Presion positiva al final de la espiracion; SatO2: Saturacion periférica de oxigeno

Animal 2. 2H40V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Peso (gr) 350

VT (ml) 2,1

Frec. respiratoria 90

Frec. cardiaca (Ipm) 293 287 300 297 293
Ppico (cmH20) 10,9 10,9 13,6 12,2 12,2
Distensibilidad 0,26 0,26 0,19 0,22 0,22
dinamica(ml/cmH20)

SatO2 (%) 96 100 99 99 100
Temperatura (°C) 36,7 36,9 37,0 37,0 37,2
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Animal 3. 3H40 V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 353
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 298
Ppico (cmH20) 10,9 12,2 12,2 13,6 12,2
Distensibilidad 0,26 0,22 0,19
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 99 98 99 99
Temperatura (°C) 36,9 36,9 37,1 37,0 37,1
Animal 4. 4H40V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 329
VT (ml) 2,0
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 278 289 285 293 288
Ppico (cmH20) 12,2 12,2 13,6 12,2 12,2
Distensibilidad 0,21 0,21 0,18 0,21 0,21
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 99 99 98 99
Temperatura (°C) 37,0 37,0 37,1 37,2 37,1
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Animal 5. 5SH40V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 310
VT (ml) 1,9
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 295 293 290 297 298
Ppico (cmH20) 12,2 12,2 12,2 13,6 13,6
Distensibilidad 0,20 0,20 0,17
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 100 100 100 100
Temperatura (°C) 37,2 37,0 37,2 37,2 37,2
Animal 6. 6H40V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 360
VT (ml) 2,2
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 287 296 299 306 296
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 13,6 13,6 13,6
Distensibilidad 0,23 0,20 0,20 0,20 0,20
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 98 99 98 99
Temperatura (°C) 36,7 36,9 36,9 37,1 37,1
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Animal 1. 1H60V

Grupo FiO2 0,6

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 355
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 291
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 15 15 15
PEEP 3
Distensibilidad 0,22 0,19 0,17
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 99 99 100 100
Temperatura (°C) 37,1 36,9 37,1 37,2 37,1

VT: Volumen tidal o volumen corriente; Ppico: Presion pico; Distensibilidad dinamica (ml/cmH20): VT/Ppico-
PEEP; PEEP: Presion positiva al final de la espiracion; SatO2: Saturacion periférica de oxigeno

Animal 2. 2H60V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 372
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 289 287 294 297 292
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 15 15 15
Distensibilidad 0,23 0,20 0,18
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 100 99 100 100
Temperatura (°C) 37,1 37,1 37,1 37,0 37,2
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Animal 3. 3H60V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Peso (gr) 350
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 298 303 300 302 300
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 15 16,3 15
Distensibilidad 0,22 0,19 0,17
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 99 99 100 100
Temperatura (°C) 37,1 37,1 37,0 37,1 37,1
Animal 4. 4H60V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 360
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 287 288 296 295 295
Ppico (cmH20) 13,6 13,6 15 15 15
Distensibilidad 0,20 0,20 0,18 0,18 0,18
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 100 100 100 100
Temperatura (°C) 37,2 37,0 37,1 37,2 37,2
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Animal 5. SH60V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 340
VT (ml) 2,0
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 298 303 289 285 294
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 15 15 16,3
Distensibilidad 0,21 0,18 0,16
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 94 99 100 100 100
Temperatura (°C) 37,0 36,9 37,1 37,1 37,2
Animal 6. 6H60V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 345
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 284 292 295 287 295
Ppico (cmH20) 13,6 15 15 15 15
Distensibilidad 0,19 0,17 0,17 0,17 0,17
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 100 100 100 100
Temperatura (°C) 37,1 36,9 37,1 37,0 37,2
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Grupo FiO2 1

Animal 1. 1H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 345
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 292
Ppico (cmH20) 12,2 15 15 16,3 16,3
PEEP 3
Distensibilidad 0,22 0,17 0,17 0,15 0,15
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 95 99 100 100 100
Temperatura (°C) 37,0 37,1 37,1 37,2 37,2

VT: Volumen tidal o volumen corriente; Ppico: Presion pico; Distensibilidad dinamica (ml/cmH20): VT/Ppico-

PEEP; PEEP: Presion positiva al final de la espiracion; SatO2: Saturacion periférica de oxigeno

Animal 2. 2H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 355
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 278 289 287 294 292
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 16,3 15 16,3
Distensibilidad 0,22 0,19 0,17
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 100 98 100 99
Temperatura (°C) 37,1 36,9 37,1 37,0 37,2
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Animal 3. 3H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 322
VT (ml) 1,90
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 295
Ppico (cmH20) 12,2
PEEP 3
Distensibilidad 0,20
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 94 99 99 100 100
Temperatura (°C) 36,8 36,9 37,0 37,1 37,1
Animal 4. 4H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 360
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 289 285 292 280 298
Ppico (cmH20) 13,6 15 16,3 15 16,3
Distensibilidad 0,20 0,18 0,16 0,18 0,16
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 100 97 98 100
Temperatura (°C) 37,1 37,2 37,2 37,1 37,2

252



Anexos

Animal 5. 5H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.

Peso (gr) 350
VT (ml) 2,1
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 281
Ppico (cmH20) 12,2 13,6 16,3 16,3 16,3
Distensibilidad 0,22 0,19 0,15
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 94 97 98 100 100
Temperatura (°C) 37,1 37,1 37,2 37,1 37,1
Animal 6. 6H100V

BASAL 60 min. 120 min. 180 min. 240 min.
Peso (gr) 360
VT (ml) 2,20
Frec. respiratoria 90
Frec. cardiaca (Ipm) 287 291 282 285 293
Ppico (cmH20) 12,2 15 16,3 16,3 16,3
Distensibilidad 0,23 0,18 0,16 0,16 0,16
dinamica(ml/cmH20)
SatO2 (%) 96 100 100 98 99
Temperatura (°C) 37,1 37,2 37,2 37,2 37,2
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ANEXO Il. RESULTADOS DE LAS GASOMETRIAS ARTERIALES

Grupo FiO2 0,21

PaO2 (mmHg) | PaCO2: (mmHg) pH HCO3" (mmoliL)
Animal 1. 1H21V 109 35 7.44 24
Animal 2. 2H21V 63 42 7,36 25
Animal 3. 3H21V 108 38 7,45 22
Animal 4. 4H21V 64 34 7,33 20
Animal 5. 5H21V 100 50 7,31 26
Animal 6. 6H21V 90 42 7,36 23

PaOz2: Presion parcial de oxigeno en sangre arterial; PaCOz: presién parcial de dioxido de
carbono en sangre arterial; HCO3-: Bicarbonato

Grupo FiO2 0,4

PaO2 (mmHg) | PaCO2: (mmHg) pH HCO3" (mmollL)
Animal 1. 1H40V 153 45 7,33 21
Animal 2. 2H40V 269 36 7,40 23
Animal 3. 3H40V 136 42 7,38 22
Animal 4. 4H40V 194 32 7,40 21
Animal 5. 5H40V 219 42 7,37 23
Animal 6. 6H40V 145 45 7,35 24
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Grupo FiO2 0,6

PaO2 (mmHg) | PaCO2: (mmHg) pH HCO3" (mmolilL)
Animal 1. 1H60V 418 48 7,30 23
Animal 2. 2H60V 201 47 7,30 22
Animal 3. 3H60V 472 48 7,32 24
Animal 4. 4H60V 462 46 7,34 23
Animal 5. 5SH60V 305 50 7,28 26
Animal 6. 6H60V 332 49 7,29 22

Grupo FiO2 1

PaO2. mmHg) | PaCO2 (mmHg) pH HCO3" (mmoliL)
Animal 1. 1H100V 445 48 7,25 22
Animal 2. 2H100V 434 53 7,24 25
Animal 3. 3H100V 431 46 7,32 27
Animal 4. 4H100V 419 55 7,25 23
Animal 5. 5H100V 488 47 7,30 23
Animal 6. 6H100V 453 50 7,27 22
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ANEXO IlIl. RELACION PESO HUMEDO/PESO SECO (INDICE WET/DRY).

Animal FiO, Peso humedo Peso seco indice W/D
Animal 1. 1H21V 0,21 0,145 0,033 4,39
Animal 2. 2H21V 0,21 0,134 0,032 4,18
Animal 3. 3H21V 0,21 0,128 0,030 4,26
Animal 4. 4H21V 0,21 0,142 0,033 4,30
Animal 5. 5H21V 0,21 0,138 0,032 4,31
Animal 6. 6H21V 0,21 0,130 0,030 4,33
Animal 1. 1H40V 0,4 0,152 0,034 4,47
Animal 2. 2H40V 0,4 0,162 0,038 4,26
Animal 3. 3H40V 0,4 0,142 0,033 4,30
Animal 4. 4H40V 0,4 0,157 0,035 4,48
Animal 5. 5H40V 0,4 0,149 0,034 4,38
Animal 6. 6H40V 0,4 0,155 0,035 4,42
Animal 1. 1H60V 0,6 0,164 0,036 4,55
Animal 2. 2H60V 0,6 0,163 0,036 4,52
Animal 3. 3H60V 0,6 0,166 0,036 4,52
Animal 4. 4H60V 0,6 0,166 0,037 4,48
Animal 5. 5H60V 0,6 0,164 0,036 4,55
Animal 6. 6H60V 0,6 0,162 0,036 4,50
Animal 1. 1H100V 1 0,188 0,040 4,7
Animal 2. 2H100V 1 0,186 0,043 4,32
Animal 3. 3H100V 1 0,213 0,045 4,73
Animal 4. 4H100V 1 0,198 0,040 4,95
Animal 5. 5H100V 1 0,211 0,043 4,90
Animal 6. 6H100V 1 0,199 0,040 4,97
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ANEXO IV. MARCADORES INFLAMATORIOS ESTUDIADOS

IL-10
SUERO (pg/ml) | PULMON (pg/ml)
1H21V 286,76 282,47
2H21V 165,00 395,44
3H21V 64,63 271,31
4H21V 95,26 383,84
5H21V 241,68 302,15
6H21V 248,97 648,24
1H40V 55,03 247,02
2H40V 140,48 458,17
3H40V 286,76 324,71
4H40V 352,01 415,20
5H40V 346,34 239,12
6H40V 136,52 101,82
1H60V 47,27 280,12
2H60V 258,83 333,04
3H60V 442,33 304,91
4H60V 58,20 263,76
5H60V 19,57 99,03
6H60V 20,53 145,73
1H100V 36,74 188,51
2H100V 58,20 215,85
3H100V 232,09 483,65
4H100V 119,13 254,71
5H100V 106,10 107,742
6H100V 33,81 290,57
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IL-6
SUERO (pg/ml) | PULMON (pg/ml)
1H21V <pc 17,60
2H21V <pc 19,60
3H21V <pc 14,60
4H21V <pc <pc
5H21V <pc <pc
6H21V <pc <pc
1H40V <pc <pc
2H40V <pc 14,60
3H40V <pc 29,60
4H40V <pc 28,60
5H40V <pc <pc
6H40V <pc <pc
1H60V <pc 24,60
2H60V <pc 21,60
3H60V <pc 18,60
4H60V <pc <pc
5H60V <pc <pc
6H60V <pc <pc
1H100V <pc <pc
2H100V <pc 24,60
3H100V <pc 20,60
4H100V <pc 14,60
5H100V <pc <pc
6H100V <pc <pc

258



Anexos

TNF-a
SUERO (pg/ml) | PULMON (pg/ml)
1H21V 6,22 <pc
2H21V 13,92 <pc
3H21V 10,23 <pc
4H21V 8,13 <pc
5H21V 7,72 <pc
6H21V 7,26 <pc
1H40V 8,53 <pc
2H40V 18,14 70,53
3H40V 4,97 11,07
4H40V 9,15 22,01
5H40V 11,56 <pc
6H40V 4,96 <pc
1H60V 7,91 <pc
2H60V 9,75 <pc
3H60V 10,54 <pc
4H60V 6,40 <pc
5H60V 10,36 <pc
6H60V 4,94 <pc
1H100V 11,56 <pc
2H100V 9,53 17,48
3H100V 13,32 29,17
4H100V 10,75 153,99
5H100V 11,53 <pc
6H100V 7,74 <pc
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ANEXO V. ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ROS)

ROS EN SUERO ROS EN
(nM) PULMON
(nM/mg tejido)
1H21V 1871,06 1202117,40
2H21V 776,01 3261089,80
3H21V 6262,07 841186,01
4H21V 1871,06 2160888,96
5H21V 4065,48 Sin determinar
6H21V 1453,59 Sin determinar
1H40V 2863,36 2087822,57
2H40V 1088,57 1576157,44
3H40V 1088,57 1875547,58
4H40V 2340,98 2589102,99
5H40V 1453,59 Sin determinar
6H40V 4745,22 Sin determinar
1H60V 2863,36 1845437,28
2H60V 2340,98 2986571,41
3H60V 1871,06 2576176,57
4H60V 1871,06 901293,76
5H60V 1453,59 Sin determinar
6H60V 1453,59 Sin determinar
1H100V 2340,98 1385548,54
2H100V 21235,82 1350553,53
3H100V 3438,19 1886349,07
4H100V 2340,98 863109,92
5H100V 1088,57 Sin determinar
6H100V 1871,06 Sin determinar
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ANEXO VI. PUNTUACION OBTENIDA EN EL ANALISIS DE LOS CAMBIOS

Grupo FiO2 0,21

CAMPOS ANALIZADOS

APRECIADOS EN LOS PARAMETROS HISTOLOGICOS EN LOS 20

Animal 1. 1H21V

112|3/4/5/6|7|8|9/10 11|12 13|14 |15 |16 |17 |18 (19|20 |P | %
SA | 1/1/0(1/0/1/j0/0/(1, 00|01 000 0|0 0|0/ 6|10
HA (O O/O|jOfO/OjOjO/OfO|O0|O0|O|O0|O0|O0O|O0 0 |O0)|O0]|O 0
FI l0ojo/0j0j0/0/0OfOjO|O0O O 0|0 |O|O0O|O0 | O0O]|O0O|O0| 0O 0
Mm 1,0, 0/0/0/0jO0jO0OjO, O 0 O | O|O0 O 0|0 |0 0|0 1]|167

SA: Septos alveolares; HA: Hemorragia alveolar; Fl: Fibrina intraalveolar; II:

Animal 2. 2H21V

Infiltrado intraalveolar; P:
Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %: Porcentaje de afectacion de cada pardmetro
histologico en los 20 campos estudiados; C: Categorizacion de los cambios observados; L: Cambios leves

112/3/4|/5/6|7/8(9/10 |11 |12 |13 |14 |15|16 17 |18 |19 |20 |P | %
SA | 1/0|0/0/O0O/|1|jO/OfO O OO0 |0 0|0 |0 0|1 ]2)|0]|5) 8,33
HAfO|O|/O|jOfOjOjO|jO/O3 0|0 O0|O0|O0 |0 1|0 0| 0|4 6,67
FI flO|jO/O/OjO/O/OfOjO|O0 O O 0O 0|1 ]0|0]|O0) 0 1]167
m 0o/0/0/0/0/0/1/0/ 1,000, 0|00 0|0 |1|0]|0] 3 5
Animal 3. 3H21V

112|3|/4/5/6|7|8(9/10 11|12 |13 14|15 |16 |17 |18 |19 |20 | P %
SA 1 0/0/0fO|1/1|j0/0(1,0(O0|1]0|0|2|1 00|00 |1]|8]|1333
HA (O O/O|jOfO/OjOjOOfO|O0O|O0|O|O0|O0|O0O|O0 0 |O0)|O0]|O 0
FI |1|0/0/(0OjO0O/O0O/OfOjOjO0|O0O|O0|O0|1]|0|O0|O0O]O0|O0]|O0]|2]| 333
Mm 17,0, 0/0/1/1/0/0/1,00 1,01 {1|1|0|0|0]| 0] 8]1333
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Animal 4. 4H21V
1]/2[3[4]5 10 (11 (121314 [15[16 |17 [18 |19 |20 [P | %
SA|(0|0[0]0]|O o|1|/o0|o0o[1]0|1]1]1]0]|1]6]10
HA|o|o0|O0|O]O o|o|o|o|o|]o|o|]oO|oO0o|]O0O|O/|O]|O
FIl [1]/0|0|0]0O o|lo|fo|o|o]|]o|o0o|]O|]O]|1]|]0][3]G5
mjolojofo]oO o|o|jo|o|o|]o|o|]oO|0o|]O0O|O/|O]|O
Animal 5. 5H21V
1]/2[3]4]5 10 (11 [12[|13[14 15|16 |17 [18 |19 |20 [P | %
SA|o[ofofo0]o0 olofo|lo[o[o|1]1]1]0]|o0]5]38,33
HAl1[1]0f0]o0 o/ofo|o[o[o|o]o|o|o]|o0]|2]333
FI |[1[1]/0[0]0 o|(o|fo|o[o[]o0o|O0|O0O]|O]|1]|1]4]se67
M [1/1]/0f0]o0 o|o|fo|o|[o]o0o|o0o|]oO0O]|1]0]|o0]5]38,33
Animal 6. 6H21V
112345 10 [11 (121314 [15[16 |17 [ 18 |19 ] 20 %
SA[1][1[1]0]0 o|lo|fo|o|o]|]o|o0o|O0O]|O]|O]|H1 8,33
HAo|lo|o|0]O o|[o[1|o[o[oflo[o[o0of|o0]oO 1,67
Fl [o[o[o|o0]oO o|lofo|lo[1][oflofo][o0o]1]1 3,33
mjolojof[o]o0 o|[ofo|o[o[oflo|o|[o0o]|o0]oO 1,67
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Animal 1. 1H40V

Grupo FiO20.,4

112/3|4|5/6|78|(9|10 |11 |12 |13 |14 |15|16 17 |18 |19 |20 | P %
SA | 0/0|1/0/0|1|17/1/0]{0|O0O|O0|O0|O0O|O0|O0 0|01 |1]|6 10
HA (3 /2(3|3|2|/2/1|2|3|3|2|2|1|0|1|1|0/|1| 3] 0|35 5833
FI l0oj0j0OjO/O/1|/0fO0O|1|0 |2 |0|0|0|O0|2|1|1]0|1]|09 15
m o/1/1/17/1/0j0{17{19y1,0;0(1{1}1,0|)0/ 1 |2]|0 |13 2167
SA: Septos alveolares; HA: Hemorragia alveolar; Fl: Fibrina intraalveolar; II: Infiltrado intraalveolar; P:

Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %: Porcentaje de afectacion de cada parametro
histolégico en los 20 campos estudiados; C: Categorizacidn de los cambios observados; L: Cambios leves;

M: Cambios moderados

Animal 2. 2H40V

1/2|3[4|5[6|7[8[9[10[11[12[13[14|15[16 (171819 |20 P | %
SA|o|[1]/0]|0f0fOfO0[O[O|O|O|1|[0|1]|]0|2[3]|2|0]|O0]10]1667
HA|(o|o|o|1]o1][1]0f[1|1[1|o0o][1][1][1]1]2]0]0]o0]|12] 20
Fl [ojojofo|ofofOfO|1]1|1]2|1][1|1][1][1]1]0]o0]11]1833
njojofofojofo[1][0|1|1|[2]0[1][0[0][3][3][0]1]1]14]2333
Animal 3. 3H40V

1/2[3[4|5[6|7[8[9]10[11[12[13[14[15[16[17 1819 |20 P | %
SA|jo|o[1]0/1|1]0[1][0|O0|O0O|O0O[1|[1]0]|0[1]0]|O0][O0]7]1167
HA|{o|o[1[1]0|1]0[1]/0/0 |0 |1 |1 |1]0]|0[1][1]0[0]9]| 15
Fl [1/of1[1[1][1[1|1][1[1]o0o[2[1][1]0|1]|1]|1]|0]0]16]2667
mjofo[1[1[1[1]ofof1[1[1][1[1][0o[1][o0o[1[1][0]o0][12] 20
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Animal 4. 4H40V

1]/2[3[4]5 10 (1112|1314 |15[16 |17 [18 19|20 | P %
SA|(0[1][1]0]0 1]/1]2|0]lo0o[o0o]o0o|o0|1]1]o0]11]18,33
HA|o|o0|O0|O]O o|/2|o|o0o[1]1]|]0]0[1]1]|]0]29 15
Fl [0]0|[0|O]O 1]/2]o0o|o0o|lo0o[1]0|0|1]2]o0]11]18,33
mjojf1/1|/1]0 o(1]o0o]o|o|1]0o|1]1][1]o0]10]16,67
Animal 5. 5H40V
112345 10 [11 12|13 1415|1617 [18 |19 [ 20| P %
SA|(0|0[1]0]1 o100 o0o]1|]0][1][0]|]0]|O0]G®6 10
HA [1|1]2]0]2 1]/]o0o|]o|o0o|lo[1]0|1|1]0]o0]10]|16,67
FIl [o[1]|1]0]1 ol1|/o0o|1]o0o]1]0][1][1]1]0]S@9 15
mi2(o[1[1]1 o[1]oflo[o[1 21100 14]2333
Animal 6. 6H40V
112345 10 [11 12|13 1415|1617 [18 |19 [ 20| P %
SA|(o|o|[o0]0]|O 1 /121 ]1]0]2|0|2]2]1]14] 23,33
HA (3|3 (321 o[ 3[3[1]o0o[o|lo[1]0]o0o]|o0]20]3333
Fl [o[1]0]0]0O o[1[1]o[2[1]lo0o]o0o[1]1]o0] 8]1333
mi1/2(1]01 12110011 [1][1]1]15] 25
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Animal 1. 1H60V

Grupo FiO20,6

112/3|4|5/6|78|(9|10 |11 |12 |13 |14 |15|16 17 |18 |19 |20 | P % Cc
SA|0/1/0|1/1|2|1(0|1]0 | 1|1 |11 |2|1]|2]|3)|2|2|23|3833 M
HA(1/2|0|3|3|2|2|1/3|1|2|2|1|1|2|3 |3 |3 |2|2/|3| 656 M
Fl flojojof1{2/{1|1(0{1| 1|2 |1 |1 |1]|1]|2|2]|3]|2]|2]|24| 40 M
m| 3/2/1/3/1(2,2{1|{2(1|1,0 3|3 |3 |3 |3 |3 |3 |24 70 S
SA: Septos alveolares; HA: Hemorragia alveolar; Fl: Fibrina intraalveolar; II: Infiltrado intraalveolar; P:
Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %: Porcentaje de afectacion de cada parametro
histolégico en los 20 campos estudiados; C: Categorizacidn de los cambios observados; L: Cambios leves;
M: Cambios moderados; S: Cambios severos
Animal 2. 2H60V
112/3|4|5/6|78(9|10 |11 |12 |13 |14 |15|16 17 |18 |19 |20 | P % C
SA|1/1(1|]0/2|2|1(0(|1] 2|2 |1 |2 |1 |1]3]|3|2)|2 1|29 4833 M
HA |3(2|2/1/12{1(1|1}1|1 |2 1|2 |2 |2 |2|2]2|1]|1/|32|5333 M
Fl. | [ 2{1(2|{0{1|1|1(1|1]1|2]|1 |22 |2]|2]|2]|2]|1|1]|28|4667 M
mi1/1/2(1/1/17/1/1(1}, 2|1 \(1}2 1|22 2|11 ]1]|26]|4333 M
Animal 3. 3H60V
112/3|4|5/6|78|(9|10 |11 (12|13 |14 |15|16 17 |18 |19 |20 | P % Cc
SA (3|3/3/3({1(3|3|2/3|3 |2 |2 |1|1|1|2)|2)|2|2]|3|45]| 75 S
HA|1/0|1|2/0|/0f0|jO0OjO0O|O0 |1 |11 |11 |1]0]1]|2]|1|14|2333|1L
Fl. (1v/0/0|1/0j0jO0jOjO|O0 |1 |1 1|11 |1]|0]1|2]|1]|12| 20 L
Il 112|3(1(1/3|/2(1(3/3 |2 |12 1|11 |1]2]2]|3]/|36]| 60 M
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Animal 4. 4H60V

1123 |4|5 10 (11|12 (13 |14 | 15|16 |17 |18 |19 |20 | P % (o3
SA|O|1][1]1]1 1212|233 |3[1]1]|2[|30]|] 50 |M
HA (33|23 |3 3 3 3 3 1 3 3 2 1 1 3 | 50| 83,33 | S
FIl [1]1]1]1]2 1221 ]1][1]2]|1]1]1]|1]|29]|4833 | M
n 23212 1] 23|23 [2]3|1]0]1]|2/|37|6167 | M
Animal 5. 5SH60V

112345 11121314 [15]16[17 |18 19|20 | P % | C

0
SA |3 (11|11 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 3 (26|43,33 | M
HA [ 31211 3| 3 3 3 3 3 2 2 1 1 3 |42 70 S
FIl [2]1]2]1]1 23323312113 /|37|6167 M
Il 2(1/1]0]|2 1 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 | 27 45 M
Animal 6. 6H60V

112345 10 [11 12|13 1415|1617 [18 |19 [ 20| P % | C
SA | 21]|/2|1]|3 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 3 |33 55 M
HA [ 3|1(1|2|2 2 2 2 1 1 1 2 2 1 2 2 | 32|5333 | M
Fl [1]1[1]2]1 22| 2]ol1|0]1 211|224 40 | M
Il 111(2(1]|1 2 2 2 1 1 1 1 2 1 2 2 | 28 | 46,67 | M
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Grupo FiO2 1

Animal 1. 1H100V

1123|456 |7|8(9|10 |11 12|13 (14|15 /|16 |17 |18 |19 |20 | P %
SA [3/2(1/2|3|2{1]3|3| 3 3 3 2 2 3 3 2 1 3 1 | 46 | 76,67
HA (2 |2|1|2|2|2(|2|2|2]| 3 3 3 2 3 3 3 2 1 3 2 |45 75
FI ([2(2|11|1]|2|2|1|2|2]| 3 2 3 2 2 2 2 1 1 2 1 | 36 60
N {3/ 2(3(2/2|2(1]3|3]| 3 3 3 1 2 3 3 2 1 3 2 | 47 | 78,33

SA: Septos alveolares; HA: Hemorragia alveolar; Fl: Fibrina intraalveolar; II: Infiltrado intraalveolar; P:

Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %: Porcentaje de afectacion de cada parametro
histolégico en los 20 campos estudiados; C: Categorizacion de los cambios observados; M: Cambios
moderados; S: Cambios severos

Animal 2. 2H100V

1123/ 4(5/6,7|8|/9|10 |11 (12|13 |14 |15 |16 |17 (18|19 |20 | P %
SA |[1(2|2|2|2|1|]2|2|2| 1 1 2 2 1 1 3 2 1 2 2 | 34 | 56,67
HA |3 /2223|3323 2 3 31 2| 2 1 2 | 2 1 2 3 | 46 | 76,67
FI |[1(1]|2(2|2|2|2|1[2]| 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 2 | 29 | 48,33
nmi{1/2/2{1|1/2|2(1|2| 1 3] 2 1 3133 1 1 2 | 2 |36 60
Animal 3. 3H100V
1123/ 4(5/6,7|8|/9|10 |11 (12|13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 | P %
SA|1]|2|2|2|1|2|2|2|2]| 1 2|22 (3|3 |2)2|2 1 1 | 37 | 61,67
HA |3 /333333333 3 3133|333 3] 2 1 | 57 95
F |13({3[{3(3[3|3[3/3(3]| 3 3 313|333 |3]|2])| 2 1 | 56 | 93,33
nm({1/2/3/3/3(3[3|3|3]| 3 3 313 1 1 3|3 3] 2 1 | 50 | 83,33
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Animal 4. 4H100V

1123 |4|5 10 (11|12 (13 |14 | 15|16 |17 |18 |19 |20 | P %
SA|[2|2]2|1]2 2| 2|33 2|2]2[1]|2]|2] 21]40] 66,67
HA |21 ]2]2]2 313|322 |2]3[1]|3]|2] 2143|7167

FIl [2]0[1]1]2 22311 |1]2[1]2]|1]1]29]48,33
mi2(1[1[1]1 32211 |2]1][3]|3|1]1]34]56,67
Animal 5. 5SH100V

112345 10 [11 12|13 1415|1617 [18 |19 [ 20| P %
SA|[3]2[3[3]|2 2| 2|31 3 |3[3[3|2]|2]21]47]78,33
HA |32 ]2[3]2 313|222 |3[3[3|2]|2]3]49]81,67
Fl 121211 2 3 1 2 2 3 3 3 1 1 2 | 38 | 63,33

Il 113(1(1]1 2 2 1 2 3 3 3 2 2 1 3 |39 65
Animal 6. 6H100V

112345 10 [11 12|13 1415|1617 [18 |19 [ 20| P %
SA | 2/3|2|3|3 3 1 2 3 3 3 1 1 3 3 3 |51 85
HA [ 3/3](2|3|3 3 3 3 3 3 3 2 2 2 3 2 | 55 | 91,67
FIl |12|2 2|33 3 2 3 3 2 3 2 2 2 2 2 | 48 80

Il 212|223 2 2 2 2 3 3 1 2 2 3 2 | 44 | 73,33
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ANEXO VII. PUNTUACION OBTENIDA EN EL ANALISIS DEL DESAROLLO

Animal 1. 1H21V

Grupo FiO2 0,21

DE FIBROSIS PULMONAR EN LOS 20 CAMPOS ANALIZADOS

1

2

3

4

7

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

P | %o

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0| 0

P: Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %e: tanto por mil de los cambios fibréticos

observados.

Animal 2. 2H21V

112/3/4|5/(6|7 1011|1213 |14 15|16 |17 |18 |19 |20 | P %o
0/,0{0(0|0]|0 0 0 0 0 0 0 0|0 0 0 1 12| 12,50
Animal 3. 3H21V

112/3/4(5(6 |7 10 11|12 |13 |14 | 15|16 |17 |18 |19 | 20 | P | %o
170/0/0({0(0]|O0 0 0 0 0 0 0 0|0 0 0 0 |1)6,25
Animal 4. 4H21V

112/3/4|(5/6 |7 10 11|12 |13 |14 15|16 |17 |18 |19 | 20 | P | %o
0o/,0/{0(0|0|0|O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 |1)6,25
Animal 5. 5SH21V

112/3/4|5(6|7 10 11|12 |13 |14 (15|16 |17 |18 |19 | 20 | P | %o
0o/,0/{0(0|0|0|O 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 |1)6,25
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Animal 6. 6H21V
112/3|4|5/6|7/8[(9(10 |11 (12|13 |14 15|16 |17 |18 |19 |20 | P | %o

o 0/0/0jO/O0jOjO/O|O|O0O 0|0 O O0O|O|O OO0 |0 0| O

Grupo FiO2 0,40

Animal 1. 1H40V

112(3|/4|5/6/7|8[{9(10|11 12 13|14 15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o/1/0/0/0/0/0/OfO|]O| O OO0 |O|O|O0|1|0|0)|0)|2]1250

P: Puntuacién total obtenida en los 20 campos estudiados; %o: tanto por mil de los cambios fibréticos
observados.

Animal 2. 2H40V

112|3|/4/5/6|7(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

o oj0j0oj1/0o/j0oj0joj0o; 0, 001000 0|0 0)|2]1250

Animal 3. 3H40V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

o ,0/0/0j0j0/0/j0jO|O| O O0O|O0O|O0O|O0O|O|O0| |1 |0 1]|2]1250

Animal 4. 4H40V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

1/,0/0/0/0/Of1|{O/O0O|O0O O OO |O|O|O0 |0 0 0)|O0]|2]1250
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Animal 5. 5SH40V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

o ,0/0/0j0/0/0/j0/O0O|1 |1 0000 |O0|O0 |0 0021250

Animal 6. 6H40V
112/3|/4|5/6|7/8(9(10 |11 |12 |13 |14 15|16 |17 |18 |19 (20 | P | %o

o 0o/j0/0j0/0j0jO0O/1|0|0|O0|O0  O0O|O0O|O0O |0 |0 0|0 1]|625

Grupo FiO2 0,6

Animal 1. 1H60V

112(3|/4|5/6/7|8[{9(10|11 12 13|14 15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o 0/0/0/O/0/O0O|jO(1T{1}]0]0|]0 0|1 |00 0|0 0 3 1875

P: Puntuacién total obtenida en los 20 campos estudiados; %e: tanto por mil de los cambios fibréticos
observados.

Animal 2. 2H60V
112(3|/4|5/6|7|8(9(10|11 12 13|14 |15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o,oj0/oj0o/1/1/,0/0{1,0;0|0]0 0|0 |1]0]0 |0 4| 25

Animal 3. 3H60V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

1i/19/,0/0/0/1/0/O/OjO | O|O|O0O 0 0 O O0|O0|O0)|O0]|3|1875
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Animal 4. 4H60V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

1/,0/0/0/0/0O/1/O/OjO | O|O|O0O 0 0 0O O0|O0|1)|0]|3|1875

Animal 5. SH60V

112(3|/4|5/6/7|8[{9(10|11 12 13|14 15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o o/j0/oj0jojoj0joj1,0;,01 ;01,00 0|0, 0 3 1875

Animal 6. 6H60V

112|3|/4/5/6|7|(8/9(10 111213 (14|15 |16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

o 0oj0joj0jojoj0jojo0o;0; 1,0 00|00 |1 |0|0)|2]1250

Grupo FiO2 1

Animal 1. 1H100V
112(3|/4|5/6|7|8(9(10|11 12 13|14 |15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o,oj0/oj0/20/0/0|0 |0 1|00 0|00 |1 ]0|0 4| 25

P: Puntuacion total obtenida en los 20 campos estudiados; %e: tanto por mil de los cambios fibréticos
observados.

Animal 2. 2H100V

112(3|/4|5/6|7|8(9(10|11 12|13 |14|15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o1/0/0/0/0/0j0jO0|2|0|0|0|1 0|00 |0 0|0 4| 25
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Animal 3. 3H100V

112|3/4/5/6|7(8/9/10 |11 (12|13 (14|15 /16 |17 |18 | 19|20 |P | %o

o ,0/0/0j0/0/1/j0/0|0 |0 0|02 0|00 |0 0|1 4| 25

Animal 4. 4H100V

112|3/4/5/6|7|(8/9/10 |11 (12|13 (14|15 /16 |17 |18 | 19|20 | P | %o

o,2/0/0/0/0/0jOjO0O|O0O |1 0|00 0|0 1|00 |0 4| 25

Animal 5. SH100V

112(3|/4|5/6|7|8(9(10|11 12 13|14 15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o,0/0/0({1/1/0/0/0|jO0O|O0 0|01 0|00 |1 |00 4| 25

Animal 6. 6H100V

112(3|/4|5/6|7|8(9(10|11 12|13 |14 15|16 |17 |18 |19 |20 |P | %o

o,oj0/ojoy1/0/0/1{,0010]0 0|00 |1 ]0|0 4| 25
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