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Introduccion



Generalidades

La ventilacidn mecanica es un procedimiento de sustitucion temporal de la funcién ventilatoria normal
realizada en situaciones en las que ésta por distintos motivos patoldgicos no cumple los objetivos

fisiologicos que le son propios (Andrés y cols., 2012).

Consideraciones previas sobre la PEEP

El uso de Presi6n positiva espiratoria en la via aérea fue usada por primera vez por Barach y
colaboradores en 1938 y también por Ashbaugh y colaboradores descrito para el Sindrome de Distrés

respiratorio usado en la ventilacién y en la oxigenoterapia (Villar y cols, 2009).

En 1974, Webb y Tierney establecid la primera demostracion de la PEEP como beneficiosa. Mas tarde
Dreyfuss y colaboradores siguiendo esta linea también demostraron que reducia el edema alveolar en

ratas con ventilacion mecanica (Villar y cols, 2009).

Pero fue en el 2009 con el estudio “Experimental Ventilator-induced Lung Injury” que se pone en duda
el efecto totalmente beneficioso de la PEEP, en la ventilacion a volumen alto y PEEP alta. Causando dafio

en animales sanos.
Actualmente lo mas aceptado es establecer una PEEP de 10 cm H, O (Herrera y cols, 2003).

Caracteristicas histologicas del Pulmon

La trdquea termina abriéndose en dos bronquios que se ramifican sucesivamente formando un arbol
bronquial. Los bronquios primarios son extrapulmonares y penetran en ellos por la raiz pulmonar junto
con vasos sanguineos. Los bronquios secundarios o lobulares se encuentran en nimero de 5: 3 en el
pulmén derecho y 2 en el izquierdo. Los bronquios terciarios o segmentarios son 8 en el pulmén
izquierdo y 10 en el pulmén derecho. A partir de la ramificacién 12 hablamos de bronquiolo y de
bronquiolo terminal, en nimero de 65.000 a partir de la divisién 16. Los bronquios existen ya en el cuarto
mes de vida. Cuando estudiamos el arbol bronquial hablamos de segmentos broncopulmonares: la suma
de un bronquio segmentario y su parénquima pulmonar asociado. Cada segmento tiene su propia
irrigacion y estroma, de modo que la extirpacion (por ejemplo, en casos de tumores) se realiza a nivel de

los segmentos. (Welsch, 2009)
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Figura A: Esquema del Arbol bronquial.



Bronguios

Los bronquios constan de una mucosa, una capa muscular, una submucosa, una capa cartilaginosa y una

capa adventicia.
1. Mucosa

La mucosa muestra un epitelio de tipo
respiratorio con células ciliadas, caliciformes,

basales (células madre) y endocrinas.

Encontramos también una importante cantidad
de linfocitos y mastocitos. Esta estructura se
mantiene en las sucesivas ramificaciones
bronquiales, si bien la altura de las células va
disminuyendo. Las células principales de la
mucosa son las células ciliadas. Son células
epiteliales con citoqueratina 8 (K8) y un

considerable nimero de cilios, que baten a

mayor frecuencia que en la mucosa nasal o

traqueal (25 veces por segundo). Las células Figura B;Capas de la pared de un bronquio;Epitelio

. . de revestimiento con células caliciformes(1),células
caliciformes son abundantes y dispersas, con @

. . , ciliadas(2), y células basales(3);4 fibrillas colagenas;
microvellosidades mas o menos numerosas. Las 2.y @) 9

células basales son células madre y suponen un vasos sanguineos;(6)mastocito;(7)plasmocito;(8)fibras

30% del epitelio. Su marcador es citoqueratina elasticas; (9)glandula seromucosa que contienen

14 (K14). Las células endocrinas forman parte células endocrinas(11);(10)nervio auténomo;(12)

del sistema endocrino difuso o APUD y se musculo liso;(13)cartilago hialino.

denominan células de Kulchitsky. Secretan
serotonina, calcitonina, somatostatina, ADH (hormona antidiurética) y ACTH. Forman cuerpos
neuroepiteliales (cimulos celulares) en los puntos de ramificacién del arbol bronquial. Estas células son
las que con mayor frecuencia se malignizan formando carcinoides y carcinomas: crecen aumentando el

tamafio de los cuerpos neuroepiteliales y se liberan después, metastatizando. (Kierszenbaum, 2012)

La lamina propia es un conjuntivo laxo con fibras elasticas. Encontramos BALT y linfocitos T dispersos.
Se produce ademas secrecion de IgA, que pasa a través de las células epiteliales y es liberada como IgA
secretor a la luz bronquial. En casos de alergia, se produce también IgE. También encontramos vénulas de
endotelio alto donde hay cumulos de linfocitos T. Esta presencia de foliculos linfoides aumenta con la
edad y tiende a situarse en los puntos de ramificacion de los bronquios. Encontramos células M en las
zonas donde se disponen las BALUs. En la ldmina propia hay abundantes glandulas seromucosas, con

células secretoras y mioepiteliales. (Kierszenbaum, 2012)

2. Capa muscular




La capa muscular es continua, y los miocitos lisos estan dispuestos en espiral. La liberacién de la péptido
intestinal vasoactivo (VIP) produce broncodilatacién, aunque no se sabe cudl es la procedencia de esta

sustancia (Kierszenbaum, 2012).

La submucosa es un tejido conjuntivo laxo con glandulas, sobre todo en los bronquios iniciales. Aqui se
sitan también las placas cartilaginosas, discontinuas e irregulares, de cartilago hialino. Segiin avanzamos
en el arbol bronquial, va disminuyendo la altura del epitelio, el nimero de glandulas y la cantidad de

cartilago, y va aumentando la capa muscular (Kierszenbaum, 2012).

Bronguiolos
1. Mucosa

Su mucosa consta de un epitelio prismético ciliado. En este epitelio encontramos células endocrinas,
formando cuerpos neuroepiteliales, escasas células caliciformes (méas abundantes en fumadores) y células
de Clara. La cantidad de células de Clara aumenta segun avanzamos en el &rbol bronquial, de modo que
en los bronquiolos terminales alcanzan ya el 80%. Son células prisméticas, no ciliadas, con una zona

apical abultada. Varian en las distintas especies (Welsch, 2009).

Estas células de Clara sintetizan un producto de naturaleza lipoproteica, no pegajoso, que recubre la
superficie del bronquiolo de manera que rebaja la tensién superficial, evitando el colapso en espiracion.
El marcador de estas células es CC16 (Welsch, 2009).

La lamina propia de la mucosa bronquiolar es parecida a la de los bronquios: conjuntivo laxo con fibras

elasticas, si bien en los bronquiolos no encontramos glandulas seromucosas. (Welsch, 2009)

2. Capa muscular

La capa muscular la compone el misculo de Reisseisen, resultando una capa gruesa pero no continua.
Ello contribuye a la distribucién homogénea del aire inspirado. El bronquiolo ya no presenta cartilago,
pero si capa adventicia. Segun avanzamos en los bronquiolos, disminuye la altura del epitelio y aumenta

la cantidad de musculo y de células de Clara (Kierszenbaum, 2012).

Bronquiolo terminal

Presenta un epitelio cubico bajo, con células de Clara y células ciliadas, pero sin células caliciformes. Las
células claras aumentan en cantidad mientras que las células ciliadas disminuyen a lo largo del
bronquiolo. De vez en cuando también aparecen células en cepillo y células de granulos pequefios.
Debajo del epitelio hay una pequefia cantidad de tejido conjuntivo y debajo de este se halla una capa

circunferencial de musculo liso en las porciones conductoras. (Kierszenbaum, 2012)

Las células claras son células no ciliadas que exhiben una prominencia caracteristica redondeada o con
forma de clpula de la superficie apical. Tienen caracteristicas de células secretoras de proteinas. Posee un
RER basal bien desarrollado, un aparato de Golgi lateral o suprenuclear, granulos de secrecién que

contienen proteinas y muchas cisternal de REL en el citoplasma apical. Las células Claras secretan un



agente tensioactivo, una lipoproteina que impide la adhesion luminal si la pared de la via aérea se colapsa,
en particular durante la espiracion. Ademas producen una proteina conocida como proteina de la célula
Clara (CC16). EI CC16 se utiliza como marcador mesurable en el liquido de lavadobroncoalveolar y en el

suero. (Kierszenbaum, 2012)

Bronguiolo respiratorio

El bronquiolo respiratorio tiene un didmetro inferior a 0.2 mm y se encuentran en nidmero de 130.000. Su
pared esta interrumpida por la presencia de alveolos. La pared bronquiolar muestra aqui un epitelio
cubico con células ciliadas, si bien la altura y el namero de cilios van decreciendo. El epitelio de los
segmentos iniciales contiene células ciliadas y células Claras. Hacia el area distal predominan las células
Claras. A lo largo de bronquiolo también aparecen células en cepillo y células de granulos pequefios
(células con granulos de centro denso). También encontramos miocitos lisos dispersos, que ya no forman
una capa continua. Se ramifica hasta 3 veces para dar paso a los conductos alveolares. Constituyen la

primera parte del arbol bronquial que permite el intercambio gaseoso. (Kierszenbaum, 2012).

Conducto alveolar

Este conducto tiene, asociada a su pared, una enorme cantidad de alvéolos, de modo que tiene como pared
solo los bordes libres de los tabiques interalveolares. Se ramifica 2 o 3 veces para dar lugar al saco

alveolar, vestibulo del que se abren numerosos alvéolos. (Welsch, 2009)
Alvéolos

El alvéolo es la unidad funcional del pulmén, lugar donde ocurre el intercambio gaseoso entre el aire y la
sangre. Es un espacio aéreo de formas poligonales y pared delgada. Se abren en las paredes de los
bronquiolos respiratorios y los conductos alveolares; y también se disponen formando sacos. En la pared
alveolar encontramos los poros de Kohn, con un didmetro de 8 um. Estos poros permiten que el aire se
comunique con los alveolos adyacentes, dando lugar a la circulacion colateral del aire. A través de estos
poros se pueden diseminar microorganismos. En los alvéolos encontramos una capa de surfactante, una
secrecidn grasa que evita el colapso alveolar. Es un agente tensoactivo sintetizado por los neumocitos tipo
1. El alvéolo esta tapizado por un epitelio simple plano formado por neumocitos tipo | y Il. Bajo el
epitelio encontramos una lamina basal y bajo ella un intersticio de tejido conjuntivo (Kierszenbaum,
2012).

e Neumocito tipo |

Los neumocitos tipo | suponen un 95% de la superficie del alvéolo y un 40% del ndmero de células
epiteliales. Son células aplanadas, con un grosor de 0.2 um. y escasos organulos. Estdn unidos mediante
uniones estrechas entre si y con los neumocitos tipo Il por uniones ocluyentes. No tienen capacidad de

division. (Ross y Pawlina, 2009)

e Neumocito tipo 11



Los neumocitos tipo Il suponen un 60% del total de células del epitelio alveolar. Son células de
morfologia clbica o redondeada, es decir, sobresalen sobre el resto del epitelio. Se sitlan sobre todo en
los angulos de los tabiques alveolares. Presentan microvellosidades apicales cortas, un nucleo baséfilo y
redondeado, asi como abundancia de RER, REL y aparato de Golgi, puesto que son células muy activas.
Presentan mitocondrias y vesiculas densas y cuerpos laminares densos. De contenido no uniforme. El
neumocito tipo Il es la célula encargada de sintetizar y secretar surfactante. Son marcadamente

especificas para la tincion IHQ del Factor de transcripcidn tiroidea (TTF1) (Ross y Pawlina, 2009)

En la microscopia electrénica se observa una superficie apical en forma de cupula con algunas
microvellosidades cortas en su periferia y un centro bastante liso. Las superficies laterales estan cubiertas
en grado variable por extensiones de las células alveolares tipo | que se unen a las células de tipo Il a
través de zonulae occludentes. Ambos tipos celulares estan apoyados sobre la lamina basal. Los
componentes proteicos del surfactante son producidos por el RER y almacenados en el citoplasma dentro
de los cuerpos laminares que se vacian a la luz del alvéolo. Por esta razon en microscopia vemos en

patrén laminar tipico de las vesiculas de secrecién de las células alveolares tipo Il. (Ross y Pawlina, 2009)

Los neumocitos Il son activos ya en la semana 35. Su crecimiento est4 controlado por insulina, cortisol y
tiroxina. Tienen capacidad de division, de manera que son las células que mantienen y reparan el alvéolo,

actuando como células madres. (Ross y Pawlina, 2009)

e Las células en cepillo también estan presentes en la pared alveolar pero en una cantidad escasa.
Servirian como receptores que verificarian la calidad del aire en los pulmones. (Ross y
Pawlina,2009)

Intersticio

El intersticio es un tejido conjuntivo fino con abundantes fibroblastos, leucocitos y mastocitos.
Encontramos en él fibras colagenas y reticulares de sostén. Asi como fibras elasticas que permiten la
expansion de la pared alveolar en inspiracion y contribuyen a la espiracién. Evitan el colapso bronquiolar
y alveolar (Welsch ,2009)

e Macrofagos

Los macrofagos proceden de monocitos y se encuentran dentro del intersticio o en la luz alveolar. Son
células libres y méviles y son capaces de atravesar el epitelio y situdndose en la superficie alveolar.
Entonces migran hacia la traquea. En este ascenso colabora su capacidad movil y el movimiento de la
capa de moco batida por los cilios. Se eliminan por tos y deglucion a un ritmo de 2 millones por hora). Se
piensa que también tienen capacidad de retornar al intersticio, puesto que aparecen en la pleura y la pared
de bronquios cargados de carbon que ha sido inhalado por las vias superiores. Los macréfagos alveolares
tienen una alta tasa de recambio. Sus marcadores son CD68 y CD74 Presentan un nucleo irregular y un
marcado nucléolo. Tienen un alto desarrollo del aparato de Golgi, mitocondrias y ribosomas. Presentan

inclusiones de glucogeno y lisosomas heterogéneos. (Welsch, 2009)



Los macrofagos alveolares tienen una funcion defensiva frente a restos celulares en el intersticio, polvo,
polen, téxicos y microorganismos del aire, manteniendo la superficie alveolar estéril. Si reconoce un
antigeno o toxina, segrega quimiocinas que atraen a los leucocitos hasta el epitelio alveolar. (Welsch,
2009)

e Macrofagos intersticiales

En un estudio realizado por Moldobaeva y colaboradores (2011) se observa como los macréfagos
intersticiales no solo son elementos fagociticos sino que ademas actdan en la angiogénesis tras isquemia
pulmonar. Para ello utilizaron distintas técnicas inmunohistoquimicas donde identificaron a todos los
macr6fagos (MHCII int, CD11C+) macro6fagos alveolares (CD11B-) y macréfagos intersticiales maduros
(MHCCII int, CD11C+, CD11B+) Obstruyen de forma completa la arteria pulmonar en rata y se observan
los cambios en el pulmén desde las O horas hasta las 24 horas. Concluyen que los macréfagos
intersticiales secretan la quemokina MIP-2a (ELISA). Este hecho sugiere que la isquemia en el pulmén
contribuye a la diferenciacién de los monocitos en macrdéfagos intersticiales que secretan MIP-2a.
Incrementos del nimero de macréfagos pulmonares pueden ser criticos en la neovascularizacion del
pulmdn. Resulta interesante este hecho puesto que su regulacion podria atenuar de forma funcional la

angiogénesis.
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Figura C: Ultraestructura de un tabique alveolar.
Vascularizacion

En el intersticio no encontramos vasos linfaticos, pero si una extensa vascularizacién de redes capilares
de endotelio continuo. En la red de capilares es donde se produce el intercambio de gases por difusion
pasiva. (Welsch, 2009)



La enzima anhidrasa carbonica favorece la liberacion de O, (Welsch,2009).

Barrera de difusion

Es una barrera muy delgada, de 0.2 um. Se compone, desde la luz hacia la profundidad, de surfactante,
epitelio alveolar, ldminas basales alveolar, capilar fusionada y un endotelio. Es aqui donde se produce la
mayor parte del intercambio hematogaseoso. EXxiste una parte mas gruesa, la barrera de difusion gruesa,
donde el intercambio se da en menor medida. En esta zona las laminas basales del alveolo y el capilar no
estan fusionadas porque entre ambas media un intersticio. En este intersticio se puede acumular liquido
que no puede ser drenado (no hay vasos linfaticos), por lo que circula libremente hasta llegar a los
capilares linfaticos proximos, en los bronquiolos terminales. La pared alveolar presenta, pues, dos zonas
funcionales (Welsch, 2009).

Toll-like receptor

Las células del pulmoén expresan un importante repertorio de genes bajo el control transcripcional de
infecciones bacterianas o fuerzas biomecénicas. Los lipopolisacaridos (LPS) tienen un rol importante en
la sepsis uniéndose a receptores de superficie celular y ejerciendo un efecto proinflamatorio. Sin
embargo, no hay suficientes evidencias para usarlo clinicamente como marcador especifico. (Villar y
cols, 2010)

Proteinas de enlace Lipopolisacéridos (LBP) participan en la respuesta inflamatoria a la infeccién siendo

un marcador para el diagndéstico y pronostico de pacientes con infeccion bacteriana. (Villar y cols, 2009)

Los LBP son un tipo de proteina producida por los hepatocitos, células epiteliales respiratorias y otro tipo
de células, se enlazan reconociendo endotoxinas y patdgenos por el sistema inmune. LBP se adhieren a
las bacterias via lipido A del polisacarido el cual mediante enlaces a receptores celulares de CD14
presentan a monocitos y macrofagos. La activacion de los Toll-like receptors producen citocinas
proinflamatorias que agravan la presentacion clinica de la sepsis. Villar y colaboradores (2009) publican
un estudio donde se demuestra que los niveles de lipopolisacaridos en el suero predicen la lesién

pulmonar severa del pulmén y la mortalidad en pacientes con sepsis severa. (Villar y cols, 2009)

Los Toll-like receptor (TLRs) regulan una serie de proteinas intracelulares como son la interleukina-1
(IL-1) y el receptor asociado a quinasas (IRAK) En la activacién del TLR-4, la IkappaB quinasa (IKK)
completa la fosforilacién para la inhibicion de las proteinas kappaB (IkB). Esto causa degradacion de
inhibidores citoplasmaticos del factor nuclear kappaB (NF-kB) y la traslocacién nuclear de NF-kB. NF-
kB estd normalmente localizado en el citoplasma a través de la asociacion con IkBa. Después de la
estimulacion celular, IkBo. es degradado, permitiendo al NF-kB moverse hacia el ntcleo, donde se une a
un promotor especifico e inicia la trascripcion; el resultado es la expresion de citoquinas como IL-6 y
Factor de necrosis alfa (TNF-a). Hay codificados 4 genes para las cuatro proteinas IRAK. IRAK 3
(también conocido como IRAK-M) inhibe la activacion de NF-kB y negativiza la sefial de los TLR.
(Villar y cols, 2010)



Held y colaboradores (2001) comentan que la respuesta inflamatoria inducida por alto volumen es similar
a la evocada por los LPS. Mientras Moriyama y colaboradores (2004) postulan que el alto volumen en
ventilacién mecénica hace que los LPS reconozcan el camino de regulacion de los CD14. El estudio de
Villar y cols (2010) sugiere que el camino de sefializacién de los TLR juega un importante papel en la
perpetuacion de la inflamacién pulmonar que depende de la estrategia ventilatoria usada durante la

Sepsis, induciendo lesion pulmonar.

En el 2010 publican en la revista “Intensive Care Medicine” Villar y colaboradores un estudio en el que
muestran que la ventilacion es protectora usando una estrategia de bajo volumen con PEEP reduciendo la
inflamacién y el dafio. Por el contrario una estrategia de ventilacién mecanica con alto volumen y cero
PEEP causa un dafio sustancial en el pulmén y el incremento de genes de expresion de citocinas
inflamatorias. En otros estudios se ha hecho especial énfasis en el camino de modulacion del TLR4. Una
ventilacién mecénica perjudicial aumenta la expresion de TLR4 en el pulmon y reduce la expresion de

“antiinflamatorios” IkBa.

El grupo de investigacion de Villar y colaboradores postulan al quien habla del TLR4 como una posible
diana terapéutica. Por una parte puede ser que la ventilacion mecénica induzca a la sobreexpresion
nuclear de los TLR4 o bien que ellos sean mas sensibles a los ligandos enddgenos, 1lamados “alarminas”
Entre los posibles ligandos de los TLR destacan las proteinas de alta movilidad del grupo box 1
(HMGB-1)

También ha sido investigado el papel de otros TLRs, especialmente TLR2 encontrandose asociaciones
con la inflamacion del pulmén y con la prevalecia de patégenos gram positivos en neumonia severa
(Villar y cols, 2009).

Por tanto se deja la puerta abierta a un futuro desarrollo de terapias que consigan modular la sefial de los

TLR en el pulmon.

No solamente se han descrito modificaciones de los TLRs; Herrera y colaboradores en 2003 publican un
trabajo donde observan cémo se modifica la expresion del TNF-q, IL-1p y IL-6 en animales ventilados
durante tres horas con alto volumen. Mientras en los animales ventilados durante tres horas con bajo
volumen la expresion del TNF-o, IL-1B y IL-6 es similar a los encontrados en el plasma en pulmones

normales.

Transicién epitelial-mesenquimal

Muchos pacientes que han hecho uso de la ventilacion mecéanica por distrés respiratorio han desarrollado
fibrosis pulmonar. El estrés inducido por la ventilacion mecanica puede explicar el desarrollo de esta
fibrosis por diferentes mecanismos; dafio alveolar epitelial, biotrauma ... ) A pesar de los mayores
avances, la mortalidad asociada al Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (ARDS) continua siendo alta

siendo del 44% en estudios observacionales. (Cabrera- Benitez y cols, 2012)

Cabrera-Benitez y colaboradores (2012) publican un estudio en el que observan un incremento de la

expresion del TGF-B1 y de la B-catenina en animales ventilados. Dichos niveles retornan al estado basal



pasados 15 dias. La expresion de la citoqueratina-8, E-cadherina y pro-SP-B descienden mientras la
expresion de a-SMA y vimentina aumenta. Esto demuestra un incremento de los marcadores tumorales y

una disminucion de los marcadores epiteliales.

Con el analisis inmunohistoquimico se examiné como las células del epitelio pulmonar se diferenciaban

a miofibroblastos utilizando marcadores como a-SMA y citoqueratina (Cabrera-Benitez y cols, 2012).

Es comin encontrar fibrosis pulmonar en pacientes con ARDS en fase post-aguda, sin embargo no son
bien conocidos todos los mecanismos por los cuales ocurre este hecho. Lo que si esta claro es el
importante papel que existe en la iniciacion y en la propagacion de la fibrosis (Cabrera-Benitez y cols,
2012).

Wnhnt/B-Catenina

La via Wnt/ B-Catenina actla regulando la proteolisis de la B-catenina; en esta via Wnt se une tanto a la

proteina Frizzled como a la proteina receptora relacionada con el receptor de LDL (Hatsell y cols., 2003).

La regeneracion de las células del epitelio alveolar y la de la matriz son controladas por vias que con
frecuencia son importantes en la morfogénesis y en el desarrollo del pulmén. La desregularizacién de
estas vias resulta de la amplificacion del dafio inicial con desorden en la reparacion, con células de la
inflamacién y desarrollo de fibrosis pulmonar. Hay evidencias de que la via WNT juega un importante rol
en los fenémenos inflamatorios que se desarrollan en la sepsis. Esta via esta involucrada en el dafio de las

células epiteliales y en la hiperplasia durante la inflamacion y la sepsis (Villar y cols, 2011).

La sefalizacion del WNT produce secrecion de factores de crecimiento que controlan la proliferacion,
diferenciacion y migracion. WNT5A es una molécula sintetizada por los macréfagos especificos para la
propia activacion de macrofagos y estd implicada en el desorden pulmonar. Los niveles altos en el suero
de WNT5A estan implicados en desordenes pulmonares. WNT5A activa la via no estdndar y también
activa e inhibe la via estdndar. Los genes que activan la via estdndar de B-catenina incluyen
metaloproteasas (MMPs), las cuales contribuyen a la inflamacion y destruccién tisular. Los macréfagos
pulmonares y las células epiteliales tipo Il bloguean la produccién de MMPs, como la MMP7, llave

reguladora de la fibrosis pulmonar (Villar y cols., 2011).

Villar y colaboradores (2011a) avalan la hipotesis de que la via Wnt/p-catenina puede ser modulada por la
ventilacién mecénica. La activacion de esta via puede jugar un papel importante en la progresion del dafio
pulmonar y en su reparacion. Para ello realizan un modelo experimental con sepsis inducida en ratas
adultas. Los dafios histopatologicos son atelectasias, edema pulmonar e infiltrados de células
inflamatorias. En cuanto a la mayor elevacion de la proteina WNT5A fue encontrada en ratas sépticas

ventiladas con alto volumen.

Villar y colaboradores (2011b) asimismo publican otro estudio donde demuestran que la via Wnt/B-
catenina es activada por ventilacion mecénica y que esta asociacion induce fibrosis pulmonar en animales

sanos. Por lo tanto la via Wnt/ B-Catenina es modulada sin que exista enfermedad preexistente. La


http://es.wikipedia.org/wiki/Frizzled

modulacion de esta via puede presentar una opcion terapéutica para la prevencion del dafio pulmonar

producido por el ventilador.

Reqgulacion de la respiracion

Las funciones homeostaticas y conductuales del aparato respiratorio estan reguladas por el sistema

nervioso central (SNC), donde se origina el ritmo respiratorio basico. (Garcia-Cabrera y cols, 2011)

Centros Bulbares:

Estudios electrofisioldgicos han mostrado la existencia de varios grupos neuronales en distintos nucleos
bulbares, capaces de aumentar su actividad (frecuencia de disparo de potenciales de accién) durante la
inspiracion; sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en el corazén, no parece que haya un grupo Unico
de células marcapasos en el bulbo donde se origina el ritmo respiratorio basico; por el contrario, el patrén
de inspiracion-espiracion es generado neuronas interconectadas, las cuales forman redes que actian como

circuitos oscilantes.

Existe un Grupo respiratorio dorsal que esta formado por neuronas localizadas en la regién dorso medial
del bulbo y forma parte del nucleo del tracto solitario (NTS). Contiene fundamentalmente neuronas
inspiratorias de distintos tipos, clasificadas teniendo en cuenta el momento de la inspiracién en el que
aumenta su actividad y el patrén de esta. Envian proyecciones a las motoneuronas de los nervios frénicos
e intercostales y son, por tanto, las responsables de la actividad mantenida del diafragma durante la
inspiracion; también establecen conexiones con el grupo respiratorio ventral (Garcia-Cabrera y cols,
2011).

El NTS es una estructura de tamafio pequefio que contiene un nimero limitado de neuronas; éstas estan
dispersas en un plexo fibrilar mas o menos denso. La distribucién y la organizacidn tanto de las células y
la red fibrilar no son homogéneas y el NTS se ha dividido en varias subntcleos citoarquitecténicos, que
se correlacionan parcialmente con las zonas de proyeccién de las terminaciones aferentes periféricas. A
nivel ultraestructural , NTS muestra varias conexiones sinapticas complejas en forma de glomérulos
(Jean, 1991)

El ndcleo del tracto solitario recibe la primera sinapsis de las fibras aferentes de O, de los cuerpos
carotideos. Los quimiorreceptores sensibles al CO2 en el nicleo del tracto solitario no disminuyen su
sensibilidad al CO, tras sufrir lesiones. No hay un marcador inequivoco de células quimiorreceptoras
que haya sido identificado todavia, pero otros grupos han utilizado el receptor de la neuroquinina - 1 del
receptor (NK1R) como un marcador candidato para lesionar los quimiorreceptores centrales en el tronco

cerebral (Wilkinson y cols., 2011).

Las lesiones de hipoxia incrementan significativamente los niveles de glutamato, éxido nitrico y factor de

crecimiento endotelial en este nlcleo. Por microscopia electronica, Kaury cols., en 2011, observaron que



las neuronas y sus dendritas se encontraban dilatadas asi como mostraban, degeneracién de los axones,

interrupcion de las vainas de mielina y procesos de astrocitos reactivos.

El nicleo del tracto solitarario también se encuentra involucrado en el control del apetito asi como otras
funciones homeostaticas por las neuronas catecolaminérgicas A2/C2 ( Ménnikes y cols.,1997; Willing y
cols., 1997; Rinaman y cols., 1998). La hormona Grelina puede regular estas neuronas; Grelina inhibe de

forma espontanea los inputs de glutamato en neuronas tirosina hidroxilasa positivas (Cui y cols., 2011).

Roozendaal y cols., en 1999 muestran la activacién de receptores glucocorticodeos en el nucleo del tracto
solitario para facilitar la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria. Mello-Carpes (2012)
postulan que este tipo de memoria requiere la via del ndcleo del tracto solitario-nicleo

paragigantoceluris-locus Coeruleus-hipocampo.

Ademas del Ndcleo del Tracto solitario existe otro nicleo formado por el nicleo motor dorsal del Vago.
El nervio vago traslada informacién desde los receptores de distension pulmonar. Es el lugar de
integracién de muchos reflejos cardiopulmonares que afectan el ritmo respiratorio (Puelles-Lopez. y cols.
2008).

El Grupo respiratorio ventral tiene una distribucion anatomica mas difusa que la del dorsal y esta
constituido por agregados de células que se extienden longitudinalmente por el bulbo, desde su zona

caudal hasta la méas ventral. Se puede dividir en tres regiones (Puelles-Lépez. y cols. 2008):

- Parte caudal, denominada nacleo retroambiguo, por su relacion con el nicleo ambiguo contiene
fundamentalmente neuronas espiratorias. Las zonas de muchas de estas neuronas establecen sinapsis con
las motoneuronas que controlan los musculos espiratorios intercostales y abdominales (espiracion

forzada) (Puelles-Lépez. y cols. 2008).

- Parte intermedia, denominada nucleo paraambiguo. Por su distribucion paralela al ndcleo ambiguo
contiene fundamentalmente neuronas inspiratorias, pero incluye también las propiobulbares, las cuales
coordinan la actividad de los musculos respiratorios con el control de la resistencia de las vias aéreas

superiores y desempefian una funcidn clave dentro del CPG. (Puelles-Lépez. y cols. 2008)

- Parte més ventral, se localiza en la vecindad del nucleo facial e incluye una densa poblacion de neuronas
que se agrupan y forman el llamado complejo de Botzinger. Este estd formado por diversos tipos
funcionales de neuronas espiratorias, algunas motoneuronas que inervan la laringe y la faringe y otras son

interneuronas. (Puelles-Lépez. y cols. 2008)

Hipocampo

El hipocampo es la parte principal de la arquicorteza .Est4 situado en la cara medial del 16bulo temporal, a
nivel profundo, y en su mayor parte se halla recubierto por el giro parahipocampal. Su coloracion es

amarillenta ya que esta cubierto por los axones neuronales. (Puelles-Ldpez. y cols. 2008)



En el hipocampo se ha estudiado el efecto de la hipoxia sobre la fisiologia de sus neuronas. (Ota y cols,
1999). El hipocampo desempefia un papel crucial en los sistemas neuronales para la memoria a largo
plazo, pero poco o ningln papel en la retencién a corto plazo de algunos tipos de estimulos (Harteley y
cols, 2009)

Dentro del hipocampo vamos a destacar dos areas claramente diferenciadas; el asta de Ammon vy el giro
dentado.

El asta de Ammon se divide en:

e Laregion CAL, contiene células piramidales pequefias.

e Laregién CA2, se caracteriza por ser una banda angosta con alta densidad de células piramidales
grandes.

e La region CA3, que se caracteriza por ser una banda ancha con baja densidad de las células
piramidales grandes.

e La region CA4, que constituye la terminacion laxa. De nuevo se plantean dudas sobre si es
posible separar una region CA4 independiente de la region CA3.

El giro dentado esta formado por tres capas:

1. Una capa molecular superficial, con escasas interneuronas.

2. Una densa capa granular, con abundantes células conocidas como “granos del hipocampo”( en
realidad son células pequefias modificadas, con un &rbol dendritico apical ramificado en la capa
molecular en forma conica, con vértice en el soma, y practicamente no tienen dendritas basales).
Hay diversas neuronas entremezcladas.

3. Una capa polimdrfica profunda (hilo del giro dentado) con interneuronas mas grandes, que
reciben colaterales de las fibras musgosas y en parte interconectan entre si diversas partes del

giro dentado y a lo largo del eje septotemporal.

La delgada banda con alta densidad del giro dentado rodea a la banda aferente de las células piramidales.
El giro dentado se fusiona con la superficie enrollada del asta de Ammon. El giro dentado esta separado
del giro parahipocampal por el surco del hipocampo y de la fimbria por el surco fimbriodentado. La
delgada capa que limita con el ventriculo es el Aveo donde se acumulan las fibras eferentes antes de dejar
el hipocampo e ingresar en la fimbria. El &rea de transicion entre el Asta de Ammoén y la corteza

entorrinal contigua se denomina subiculo (Puelles-Ldpez. y cols. 2008).



Objetivos



- En el presente trabajo se valoraran, desde el punto de vista histolégico, las modificaciones — si las
hubiesen — en diferentes areas del Sistema Nervioso Central, relacionadas con la funcion respiratoria, al

ventilar ratas sanas con distintas concentraciones de oxigeno

- También estudiaremos el papel que juegan los neumocitos Il al instalarse, en el pulmon, un lesion

pulmonar aguda a consecuencia de la accion combinada de la ventilacion mecanica y la hiperoxia.



Material y Método



N

Preparacion animal

El presente fue realizado con ratas Sprague-Dawley (CRIFFA, Barcelona,
Espafia) con un peso de 300-350gr (n=24). Los animales fueron anestesiados

con bromuro de pancuronio y propofol y distribuidos aleatoriamente en 4

grupos: ratas ventiladas al 21% de oxigeno, al 40%, al 60% y al 100% Figura D:

Ventilador Ugo
El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Cuidado Animal del  pgsile. talia.

Hospital Universitario Dr. Negrin Las Palmas de Gran Canaria, Espafia, y el
comité ético de la Universidad de La Laguna, en concordancia con la Directiva 86/609/EEC para
animales experimentales (aprobado ID: CEEBA-HUGCDN 003/10).

Protocolo experimental

Antes de iniciar la ventilacién se practicé a los animales una traqueotomia necesaria para realizar la
intubacion. Los 4 grupos fueron ventilados durante 4 horas con un ventilador especifico para roedores
(Ugo Basile, Italia) y mantenidos en decubito supino con una
inclinacion de 20 grados de acuerdo con la horizontal. La presion
pulmonar fue continuamente monitorizada al igual que la
saturacion de oxigeno mediante un pulxiosimetro, manteniéndose

siempre por encima del 90%

Figura E: Iniciaciéon de Traqueotomia.
Preparacién patolégica

Las ratas seleccionadas fueron sacrificadas con una sobredosis de Halotano, y posteriormente se les
practicé una toracoscopia. Previamente a la extraccion del paquete cardiopulmonar, se procedi6 a la
obtencion del cerebro para el estudio de diferentes areas relacionadas con la funcion respiratoria; el
corazon y los pulmones fueron extraidos de la cavidad torcica en bloque y, a continuacion, los pulmones
fueron aislados del corazén, la traquea fue canulada, y el pulmén derecho fue instilado intratraquealmente
con formol al 10% tamponado; una vez fijadas las muestras (SNC y pulmones) fueron procesadas de
manera habitual, es decir, incluidas en parafina y cortadas a 3 micras de grosor con un micrétomo de
parafina. Las técnicas de tincién convencionales empledas fueron: Hematoxilina-Eosina y Tricromico de
Masson-Goldner; las técnicas inmunohistoquimicas fueron la Proteina &cida gliofibrilar (PAGF),
Mieloperoxidasa (MPx) y Factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1). Finalmente los cortes
fueron examinados en un microscopio Optico Nikon optiphot-2 y fotografiados a distintos

aumentos con una cdmara fotografica Nikon acoplada al microscopio.



Figura F: Rata conectada al ventilador.



Resultados



Grupo ventilado al 21%

En este grupo, las estructuras del SNC estudiadas, presentaban unas caracteristicas histologicas similares
a las observadas en animales a los que no se les habia sometido a ventilacion mecanica. Los componentes
neurales estudiados fueron: area postrema, nlcleo del tracto solitario (NTS), nicleo motor dorsal del vago
(NMDV) e hipocampo.

El estudio del area postrema, asi como del NTS y NMDV, no fue concluyente; ninguna de dichas
estructuras mostraba modificaciones histoldgicas valorables, en las observaciones realizadas, tanto con
técnicas convencionales de HE y Kliiver-Barrera, como inmunohistoquimicas; no se observaron
fendmenos de necrosis, ni de apoptosis en las neuronas constituyentes de los ndcleos ni tampoco ningun

tipo de alteracion en la sustancia blanca.

Seguidamente presentamos una serie de imagenes correspondientes a estas formaciones nerviosas: area
postrema (Figura 1), ndcleo del tracto solitario (Figura 2), ncleo motor dorsal del vago (Figura 3) e

hipocampo (Figura 4)

Figura 1 x100 (KB) Figura 2 x200 (KB)

Figura 3 x40 (KB) Figura 4 x40 (KB)

Respecto a las caracteristicas histologicas del pulmon vienen representadas por los siguientes

componentes: las células epiteliales alveolares (neumocitos | y neumocitos 1), 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 Figura 5 se aprecian algunos de los hechos previamente citados: alvéolos, sacos alveolares, vasos
sanguineos y en algunas de dichas estrcuturas de mayor calibre podemos observar un marcado edema;

estas caracteristicas histolégicas se corresponden practicamente con la estructura hormal pulmonar.

Figura 5 x100 (Masson-Goldner)

Cuando observamos estos hechos a mayor aumento es de destacar la presencia de elementos celulares

inflamatorios que se localizan principalmente en las ya citadas areas de edema perivascular (Figura 6).

Figura 6 x200 (HE)

Como ya hemos sefialado, otro de los componentes habituales de los alvéolos son los macrofagos, tanto

los dispuestos en la luz alveolar, como los intersticiales (Figura 7).



Figura 7 x100 (MPx)

Ocasionalmente se observan infiltrados inflamatorios de naturaleza mononuclear, los cuales son muy

evidentes en la Figura 8.

Figura 8 x400 (HE)

Con respecto a los neumocitos Il son claramente puestos de manifiesto en las paredes alveolares con la
técnica inmunohistoquimica del TTF1 (Figuras 9 y 10); 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 (Figura 11).

Figura 9 x400 (TTF1) Figura 10 x400 (TTF-1)



Figura 11 x400 (TTF-1)

Grupo ventilado al 40%

En este grupo, las modificaciones observadas se correspondian Unicamente con el hipocampo,
permaneciendo el resto de formaciones inalteradas (area postrema, NTS y NMDV).

Las citadas modificaciones histolégicas venian representadas por fendmenos de apoptosis en las areas
basales del giro dentado del hipocampo; estos cuerpos mostraban una coloracién eosinéfila, nicleo
hipercromatico, asi como un pequefio tamafio celular, siendo también evidente la constitucion de edema

perineuronal (Figuras 12 y 13).

Figura 12 x400 (HE Figura 13 x400 (HE
g

Con respecto al Asta de Ammon y en concreto en la capa CA3 pusimos también de manifiesto los
cuerpos apoptaticos y, en ocasiones, en vecindad a capilares sanguineos (Figuras 14 y 15); estos capilares
aparecian completamente rodeados por prolongaciones astrocitarias que conforman parte de la barrera
hemato-encefalica (Figura 16).



Figura 14 x400 (HE) Figura 15 x400 (HE)

Figura 16 x400 (PGAF)

Al respecto de las observaciones realizadas en el pulmén pusimos de manifiesto modificaciones
histolégicas que afectan tanto al componente vascular como al alveolar, principalmente a los neumaocitos

Il; la gran mayoria de los vasos de gran calibre, tanto arteriales como venosos, presentan un destacado
edema perivascular (Figura 17).

Figura 17 x40 (Masson-Goldner)



En otras areas, se pueden apreciar atelectasias y fenémenos fibréticos que, ocasionalmente, constituian

pequefios nddulos rodeados por elementos de naturaleza inflamatoria (Figura 18)

Figura 18 x100 (Masson-Goldner)

Estos acUmulos inflamatorios también se disponen alrededor de vasos, principalmente venosos,

constituyendo auténticos masas (Figura 19).

Figura 19 x200 (HE)

En algunos alvéolos y sacos alveolares es posible observar modificaciones histolégicas del tipo de

hemorragias en grado leve (Figura 20) asi como fibrosis, sobre todo en los alvéolos (Figura 21).



Figura 21 x400 (Masson-Goldner) Figura 20 x200 (HE)

Con respecto a los neumaocitos Il 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 éareas préximas a las atelectasias, asi como en localizaciones subpleurales (Figuras
22y 23).

Figura 22 x 400 (TTF-1) Figura 23 x400 (TTF-1)

Grupo Ventilado a 60%

En este grupo se pusieron de manifiesto con mucha mayor nitidez los hechos morfopatol6gicos ya
observados en el grupo de ventilacidn mecéanica con oxigeno al 40%. Asi, el edema perineuronal era muy
marcado en la capa subgranular del giro dentado (Figura 24), al igual que los fenébmenos de apoptosis
(Figuras 25y 26).



Figura 24 x400 (HE) Figura 25 x400 (HE)

Figura 26 x400 (HE) Figura 27 x400 (KB)

La apoptosis era incluso observada en areas de la sustancia blanca préximas a la capa subgranular del giro
dentado (Figura 27).

El componente astrocitario estaba constituido por astrocitos de naturaleza protopldsmica con finas y
largas prolongaciones que se insinuaban entre las células de la capa granular del giro dentado (Figura
28); esporadicamente destacamos gruesos tractos de las prolongaciones astrocitarias en la capa

subgranular que incluso alcanzaban la sustancia blanca subyacente (Figura 29).

Figura 28x400 (PAGF) Figura 29x400 (PAGF)

En este grupo se manifiestan en mayor medida todos los hechos morfolégicos ya observados en el grupo
de ventilacion con oxigeno al 40%. Asi, el edema perivascular es practicamente general en todas las

estructuras vasculares, tanto arteriales como venosas y de diverso calibre (Figura 30), marcadas



atelectasias (Figuras 31 y 32), hemorragia alveolar (Figura 33) infiltrados inflamatorios intersticiales
(Figuras 34 y 35).

Figura 30x 200 (HE) Figura 31x200 (HE)
Figura 32 x 400 (HE) Figura 33 x200 (HE)

Figura 34 x 400 (HE)

Con respecto a los neumocitos tipo 1l, observamos un destacado incremento de los mismos, superior

incluso a la hiperplasia del grupo de 40% (Figuras 36 y 37).



Figura 35 x 200 (HE) Figura 36 x200 (TTF1)

Figura 37 x400 (TTF-1)

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 (Figuras 38 y 39).

Figura 38 x200 (Masson-Goldner) Figura 39 x400 (Mason-Goldner)

Grupo ventilado al 100%

Finalmente, en el grupo al que se aplicé 100% de oxigeno en la ventilacion mecanica, los hechos

morfoldgicos ya comentados en grupos anteriores eran muy relevantes. Las neuronas en apoptosis era



mucho mas numerosas, sobre todo las localizadas en la capa subgranular del giro dentado, no

observandose en ningln caso en estratos superiores de la capa granular del giro dentado (Figura 40).

Figura 40 x400 (HE)

En el Asta de Ammon pusimos asimismo de manifiesto estas células en apoptosis; en el area CA2 (Figura
41), conjuntamente con elementos hipercromaticos, tanto en el citoplasma como en su nicleo, y en el &rea

CA3 incluso en la sustancia blanca subyacente (Figura 42).

Figura 41 x400 (HE) Figura 42 x400 (HE)

Por altimo, el componente glial venia representado por una gran proporcion de células astrociticas tal y
como podemos poner de manifiesto en la figura 43 en donde vemos una gran proporcién de astrocitos

fibrosos en la sustancia blanca, localizada entre el giro dentado y la capa CA2 del Asta de Ammon.



Figura 43x200 (PAGF)

En lo referido al tejido pulmonar, este grupo estd caracterizado por la maxima expresion de las

modificaciones histoldgicas en los grupos citados previamente.

Asi, es evidente un destacado edema perivascular (Figura 44), hemorragia alveolar (Figuras 45 y 46),
fenémenos inflamatorios que en ocasiones se disponian periféricamente a algunos vasos los cuales

mostraban unos marcados cojinetes musculares (Figura 47).

Figura 44 x40 (HE) Figura 45 x200 (Masson-Goldner)

Figura 46 x200 (Masson-Goldner) Figura 47 x200 (HE)



También los macrofagos alveolares son destacados, tal y como podemos observar en las figuras 48 y 49.

Figura 48 x 100 (MPx) Figura 49 x100 (MPx)

Con respecto a la fibrosis, alcanza su maximo desarrollo en este grupo (Figura 50), al igual que las

atelectasias (Figura 51).

Figura 50 x 200 (Masson-Goldner) Figura 51 x100 (HE)

Finalmente los neumocitos Il mostraban una marcada hiperplasia, puesta de manifiesto con la técnica
inmunohistoquimica del TTF1; estas células se podian observar con un ligero incremento en areas

peribronquiolares y subpleurales (Figuras 52 y 53).



Figura 52 x200 (TTF1) Figura 53 x100 (TTF1)

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 acimulos (Figuras 54 y 55).

Figura 54 x200 (TTF1) Figura 55 x400 (TTF1)



Discusion



Sistema Nervioso Central

En el presente trabajo hemos estudiado, desde el punto de vista histologico, las repercusiones que
pudieran producirse en determinadas areas del Sistema Nervioso Central, tras ventilacion mecanica con

diferentes proporciones de oxigeno (21%, 40%, 60% y 100%) en ratas sanas.

Como areas neurales de estudio elegimos el area postrema, el nicleo del tracto solitario, el nicleo motor
dorsal del vago y el hipocampo, todas ellas relacionadas, en mayor o menor medida, con la funcién

respiratoria.

Es conocido que el area postrema (AP) es una zona implicada en la regulacién nerviosa auténoma, asi
como en el control cardiovascular y funciones digestivas y metabélicas (Kanda y cols., 2010; Price y
cols., 2008); por otro lado estd densamente vascularizado y posee abundantes neuronas
catecolaminérgicas las cuales son inmunorreactivas para tirosin-hidroxilasa, y posee conexiones con el
nucleo motor dorsal del vago y el nlcleo del tracto solitario (Kanda y cols., 2010; Lorke y cols., 2003);
en lineas generales el area postrema esta considerada como “zona gatillo quimiorreceptora” y puede estar

implicada en el reflejo emético, que controla el centro del vémito (Hesketh y cols., 2008).

Con respecto al nacleo del tracto solitario (NTS), esta marcadamente implicado en funciones
cardiovasculares y respiratorias, siendo el primer eslabon para las terminaciones sensitivas del cerebro
(Kline, 2010; Andresen y Kunze, 1994); el NTS recibe sefiales aferentes procedentes de los
barorreceptores y quimiorreceptores de una manera continua y procesa toda esta informacion para
modular los sistemas respiratorio y nervioso auténomo (Kline, 2010; Andresen y Kunze, 1994; van
Giershergen y cols., 1992); al ser la primera zona de procesamiento de la informacion de los reflejos
cardiorrespiratorios, es asimismo el primer sitio donde dicho procesamiento puede ser modulado por
acido clorhidrico (HCI) (Kline, 2008).

El ndcleo motor dorsal del vago (viscero-sensitivo) se corresponde con el ala gris del suelo del 1V
ventriculo y, en ciertos animales como el cerdo, diversos estudios realizados con técnicas
inmunohistoquimicas han puesto de manifiesto la expresion de sustancia P, leucoencefalina y 6xido
nitrico sintetasa como reguladores en la sefializacién vago-visceral, especialmente en el pancreas (Mussa
y Verberne, 2008; Ganko y cols., 2013); por otro lado, existen neuronas en el NMDV que expresan
ciertos péptidos, tales como el péptido activador de la adenil ciclasa pituitaria (PACAP), péptido
intestinal vasoactivo (VIP), éxido nitrico sintetasa (NOS) y Galanina, que son mediadores de la respuesta
neural en determinados estados inflamatorios del tubo digestivo, como en el caso de la inflamacion

gastrica inducida por la aspirina (Ganko y Calka, 2014).

En nuestro trabajo, tras un detallado estudio microscdpico de estas areas (AP, NTS y NMDV), no
encontramos modificaciones histolégicas en su composicion; tanto el componente celular, neuronas y
glia, como la sustancia blanca correspondiente y las estructuras vasculares mostraban su organizacion
normal, sin signos de necrosis, apoptosis, inflamacion o edema; este hecho era constante en todos los
grupos experimentales disefiados con diversas concentraciones de oxigeno en la ventilacién mecénica
(21%, 40%, 60% y 100%).



En cuanto al hipocampo, como es sabido, comprende el Asta de Ammon (CA) y el giro dentado; ambas
estructuras estan en intima conexidn con la corteza entorrinal adyacente; el asta de Ammon se divide,
segun la clasificacion que hiciera Rafael Lorente de N6 en 1934, en varias zonas de neuronas piramidales
denominadas CA1, CA2, CA3 y CA4; CAl y CA2 constituyen el suelo medio del asta temporal del
ventriculo lateral; CA2, situada dorsalmente es reconocible por la gran compactacién de la capa de
neuronas piramidales, sobre todo si se la compara con la capa CAl; CA3 forma un arco descendente
medial que finaliza en el hilio del giro dentado; el segmento final del asta de Ammén, CA4, se apoya en
el ya citado hilio del giro dentado y a menudo es reconocido como el final de esta estructura (Sternberg,
1992); el (giro dentado, por el contrario, posee humerosas neuronas granulares (Felten y Shetty, 2010);
esta compleja estructura participa en la consolidacién de la memoria a corto plazo para generar recuerdos
a largo plazo, funcién en la que cuenta con la participacion de amplias regiones de la neocorteza (Felten y
Shetty, 2010).

Se ha comprobado, en estudios recientes, que la VM inicia la apoptosis hipocdmpica como resultado de la
activacion del receptor de dopamina tipo 2, y en respuesta a una sefializacion vagal (Gonzalez-L6pez y
cols., 2013); usando cerdos con 7 dias de vida como animales de experimentacién, se ha demostrado que
al inocularles el virus del sindrome reproductivo y respiratorio se originaba activacion de la microglia e

infiltrado inflamatorio en el hipocampo (Elmore y cols., 2014).

La aspiracién de meconio induce lesion pulmonar, especialmente cuando estd en conexion con asfixia
perinatal, estando este acontecimiento asociado con dafio cerebral; la lesion del SNC esta restringida al

hipocampo, en concreto al area CA3 del asta de Ammaon (Aaltonen y cols., 2005).

En nuestro trabajo el hipocampo fue la Unica estructura nerviosa de las estudiadas que, tras la ventilacién
mecanica, presentaba modificaciones histoldgicas, salvo en el grupo con concentracién de oxigeno al

21%, que podria ser considerado como control.

En el resto de los grupos ventilados se presentaron siempre alteraciones morfolégicas que aumentaban

proporcionalmente a medida que el porcentaje de oxigeno era mayor.

Asi, en el grupo del 40%, estas modificaciones consistieron en fenémenos apoptéticos en la capa
subgranular del giro dentado, asi como en la capa CA3 del asta de Ammaén; este hecho es similar a lo

descrito en el hipocampo cuando se aspira meconio (Aaltonen y cols., 2005; Cleary y cols., 1998).

En el grupo de ventilacidbn mecéanica con oxigeno al 60%, tal y como expusimos en el apartado de
Resultados, los hechos morfopatoldgicos se incrementan notablemente, con mayor proporcién de figuras
de apoptosis en las areas basales subgranulares del giro dentado y presencia en la misma de edema
perineuronal; esto se corresponde con lo observado por (Dinkel y cols., 2005) en estudios llevados a cabo

con cultivos de neuronas granulares del hipocampo.

Finalmente en el grupo de ventilacion al 100% todos los cambios histoldgicos ya resefiados previamente
alcanzaron su maxima expresion con apoptosis en el giro dentado y en las capas CA2 y CA3 del asta de

Ammdn, edema perineuronal en la capa subgranular; las neuronas piramidales de las capas CA2 y CA3



presentaban hipercromatismo nuclear y citoplasmico, al igual que describieron Fries y cols. en 2005,

aunque estos investigadores encontraron el mismo hecho en experiencias con cerdos hipoxémicos.

Un gran ndmero de trabajos han sido realizados acerca de las lesiones neuroldgicas tras fendmenos de
hipoxia y VILI (Bottiger y cols. 2001, Ishida y cols. 2004, Nollert y cols. 1999, Shuptrine y cols., 1984);
nuestros hallazgos histol6gicos coinciden en ocasiones con éstos, ya que en Ultima instancia el elemento
diana principal de estas lesiones es la neurona y esta responde de forma similar ante una gran variedad de

noxas.

Por otro lado, en nuestro trabajo no observamos activacion microglial, al contrario de lo comunicado por
Elmore y cols., (2014), quienes describen una marcada activacion de la microglia tras la inoculacion del
virus del sindrome reproductivo y respiratorio y no comunican la presencia de apoptosis en las neuronas

hipocampales.

Finalmente postulamos que las modificaciones que hemos observado se deben al efecto deletéreo del
oxigeno, ya que cuanto mayor proporcion del mismo se ventile mas dafio neuronal y por tanto mayor
dafio observado en la histologia; estos hallazgos morfoldgicos estan, si no en desacuerdo, si son
completamente diferentes a lo observado en el pulmén, en donde se establece una lesion pulmonar aguda

que se va agudizando a medida que aumenta el porcentaje de oxigeno ventilado.
Pulmén

Hemos estudiado las modificaciones que se pudieran establecer en los diferentes constituyentes del
parénquima pulmonar cuando, tras la practica de una traqueotomia a los animales de experimentacién,
los sometiamos a ventilacion mecanica con diferentes concentraciones de oxigeno; desde el punto de vista
microscopico hemos valorado diversos parametros, entre los que destacan los siguientes: atelectasias,

edema vascular, fibrosis, fendmenos inflamatorios y papel de los neumocitos II.

Se sabe que la estructura histolégica de los alvéolos pulmonares estd constituida por los neumocitos | y
los neumocitos 1l como células epiteliales y subyacente a ellas se disponen elementos del tejido
conjuntivo, tanto células (macréfagos, mastocitos, fibroblastos/miofibroblastos, etc.) como estructuras
vasculares y fibras colagenas, elasticas y reticulares en variable proporcién (Corvol y cols., 2009; Welsch,
2009; Kierszenbaum, 2013). Por otro lado en la luz alveolar se disponen macréfagos con capacidad
altamente fagocitica y que se aprecian perfectamente cuando se tifien con las técnicas

inmunohistoquimicas de CD68 y mieloperoxidasa (Chen y cols., 2012).

Uno de los aspectos que mas nos interesaba estudiar era el rol que jugaban los neumocitos Il cuando se
aplicaba el estimulo lesional de la ventilacién mecanica; tal y como ya hemos indicado, estas células
forman parte del epitelio alveolar y entre sus caracteristicas citoldgicas destacan su morfologia cilindrica,
y la presencia de numerosos cuerpos lamelares en el citoplasma, que no son otra cosa que los precursores
del surfactante pulmonar, producto que evita el colapso de los alvéolos (Welsch, 2014; Kierszenbaum,

2013); por otro lado se sabe que los neumacitos Il son considerados como células madre pulmonares, ya



que son capaces de regenerar el alvéolo transformandose en neumocitos | y naturalmente, y por sucesivas

divisiones mitéticas, originando nuevos neumocitos Il (Guillot y cols., 2013).

Cuando se estudia el pulmén con técnicas inmunohistoquimicas, destaca el factor de transcripcion
tiroideo 1 como un excelente marcador de las células epiteliales alveolares Il en condiciones de
normalidad y, en el aspecto patoldgico, como indicador de un tipo de tumor, el adenocarcinoma pulmonar
(Corvol y cols., 2009; La Rosa y cols., 2010), asi como de tumores neuroendocrinos pulmonares (La Rosa
y cols., 2010).

Existen numerosos trabajos que estudian el papel de los neumocitos Il en la hiperoxia, tanto desde el
punto de vista experimental “in vitro” como clinico (Liu y cols., 2013; Deubery cols., 2011; Yee y cols.,
2006; Yang y cols., 2008; Uno y cols., 2007); en nuestro trabajo hemos encontrado una hiperplasia de
estas células que aumentaba progresiva y lentamente desde el grupo ventilado con un 21% de oxigeno
hasta el ventilado con el 100%; este hecho contrasta con los hallazgos de Liu y cols., 2013, que informan
de una marcada apoptosis de las células epiteliales alveolares II en estudios “in vitro”; estos mismos
autores (Liu y cols., 2013) concluyen que la hiperoxia tiene efectos inhibitorios sobre diversas funciones,
tales como crecimiento celular, viabilidad celular, proliferacion celular y ciclo celular, aunque todos los

estudios realizados por este grupo de investigacidn se realizaron con cultivos celulares.

Por otro lado, los neumocitos Il pueden sufrir transicion epitelio-mesenquimal, tal y como han puesto de
manifiesto trabajos de diversos grupos de investigacion (Henson, 2003; Horowitz y Thannickal, 2006;
Thannickal y Horowitz, 2006) y entre ellos los de nuestro propio grupo (Cabrera-Benitez y cols., 2012),

aunque en nuestro trabajo no hemos llevado a cabo dicho estudio.

Respecto a los fendmenos hemorragicos, los interpretamos como consecuencia de la distensién mantenida
por la ventilacion mecanica, lo que provocaria roturas y dehiscencias vasculares con el consiguiente paso

de elementos formes de la sangre al intersticio y luz alveolar.

Las atelectasias son claramente evidentes en muchos tipos de cuadros patoldgicos pulmonares, siendo
muy destacadas en el caso de VILI, tal y como han demostrado Villar y cols., 2009 y Cabrera-Benitez y
cols., 2012 entre otros; en nuestro caso asistimos a un incremento progresivo de las mismas, sobre todo en

areas subpleurales.

Tal y como indicamos previamente al respecto de las atelectasias, el componente inflamatorio, sobre todo
cuando se aplica ventilacion mecénica, es muy marcado (Dhanireddy y cols., 2006; Dreyfuss y cols.,
2005; Cocanour y cols., 2005; Brun-Buisson y cols., 2004); en nuestros grupos este hecho era similar con
incrementos celulares, tanto en los alvéolos, como en el intersticio y perivasculares a partir del grupo del
21% hasta el del 100%.

Respecto a la fibrosis alveolar, consideramos que es una solucién reparativa empleando elementos de la
estirpe mesenquimal (fibroblastos/miofibroblastos) que bien pueden tener su origen en el propio pulmén o

haber sufrido transicion epitelio-mesenquimal (Cabrera-Benitez y cols., 2012).



Un punto bastante inespecifico que hemos observado es el edema; este hecho siempre se localizaba en la
periferia vascular, tanto de vasos arteriales como venosos; hay que destacar que este edema no estaba

nunca presente periférico a las vias aéreas (bronquios y bronquiolos).

Finalmente queremos Ilamar la atencién sobre que los diversos parametros valorados en nuestro trabajo
(fibrosis, atelectasias, neumocitos |1, etc.) han ido incrementandose de forma progresiva a medida que la

concentracion de oxigeno aumentaba.



Conclusiones



Sistema Nervioso Central

Pulmén

6.

La hiperoxia, mediante ventilacion mecanica con diferentes proporciones de oxigeno, de ratas
sanas no produjo lesion en determinadas areas del Sistema Nervioso Central relacionadas con la
respiracion (area postrema, nucleo del tracto solitario y nicleo motor dorsal del vago).

La zona del Sistema Nervioso Central donde la hiperoxia provoco lesion fue el hipocampo,
puesta de manifiesto por la presencia de edema perineuronal y cuerpos apoptéticos.

Las alteraciones morfolégicas fueron constantes en los grupos de ventilacién mecanica con
proporciones de oxigeno del 40%, 60% y 100%, siendo apreciadas tanto en el giro dentado como
en el asta de Ammon

Estas modificaciones histologicas eran mas graves a medida que el porcentaje de oxigeno
ventilado era mayor; esto se observo en los dos componentes hipocampales (giro dentado y
capas CA2 y CA3 del asta de Amman).

La hiperoxia en ratas sanas, inducida por ventilacion mecanica, produce lesion pulmonar aguda,
caracterizada, desde el punto de vista histologico, por edema perivascular, atelectasias,
inflamacién, fibrosis e hiperplasia de células epiteliales alveolares II.

A medida que la concentracion de oxigeno se aumentaba en la VM, las modificaciones
histopatolégicas pulmonares eran mas marcadas, alcanzando su punto algido en el grupo de VM
con 100% de oxigeno.

Los neumocitos Il son las células que mas van a modificarse (hiperplasia de las mismas), ya que
actian como células madre pulmonares repoblando los territorios dafiados por la accién

deletérea combinada de la ventilacion mecanica y la hiperoxia.
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