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1. RESUMEN

Introduccion: varios estudios experimentales han mostrado que la ventilacién mecanica
puede inducir lesion pulmonar ain en pulmones previamente sanos, pero cuando estos presentan
un sindrome de distrés respiratorio agudo de cualquier origen, parecen particularmente sensibles
a los efectos nocivos de la ventilacién mecanica.

Por otra parte, factores de crecimiento angiogénicos como el factor de crecimiento
endotelio vascular (VEGF) pueden modular la permeabilidad endotelial. Los procesos
bioldgicos que median el aumento de la permeabilidad vascular posterior a un dafio pulmonar
inducido por la ventilacion mecanica, y por ende el desarrollo de edema pulmonar, no son
completamente conocidos. No existen estudios que hayan evaluado el impacto de la estrategia
ventilatoria sobre los niveles de VEGF, ni su posible rol en el aumento de permeabilidad y el
desarrollo de edema pulmonar.

Objetivo: Determinar en un modelo de lesién pulmonar aguda, si comparado con
animales sanos, existe alteracion en los niveles de VEGF en plasma, tejido pulmonar y lavado
broncoalveolar; si estos cambios se asocian a alteraciones de permeabilidad vascular, lesion y
edema pulmonar; y si estas alteraciones pueden ser revertidas al emplear una estrategia
ventilatoria ultraprotectora (volumen corriente 2 ml/kg de peso corporal) asociada a soporte vital
extracorporeo, comparado con una ventilacion no protectora (volumen corriente 10 ml/kg de
peso corporal).

Resultados: no se observo diferencias en los niveles relativos de VEGF en el grupo de
animales con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia convencional vy
ultraprotectora méas soporte vital extracorporeo, en plasma al tiempo 0, 3 'y 24 horas, y en el
homogeneizado de tejido pulmonar, en comparacién al grupo control (p<0.05). No se observo
una asociacion entre los niveles relativos de VEGF en el grupo de animales con lesion pulmonar
aguda ventilados con una estrategia convencional y ultraprotectora méas soporte vital
extracorporeo, en plasma (tiempo 0, 3 y 24 horas) y homogeneizado de tejido pulmonar, y los
cambios en la concentracion de proteinas en el lavado broncoalveolar, tasa peso humedo/seco y
dafio pulmonar histolégico (p<0.05). No se observé niveles relativos de VEGF, evaluados con
la técnica de Western blot, en las muestras de lavado broncoalveolar.

Conclusiones: la estrategia ventilatoria empleada no altera los niveles relativos del factor

de crecimiento endotelio vascular en plasma y tejido pulmonar, en un modelo de cerdos con



lesion pulmonar aguda inducida por lavados con solucidn salina repetidos y ventilacion
mecanica con alto volumen corriente. Ademas, los cambios observados en la permeabilidad
vascular, dafio y edema pulmonar no tienen una asociacion con los niveles relativos del factor
de crecimiento endotelio vascular en el plasma y tejido pulmonar.

Sin embargo, existe un ndmero importante de limitaciones técnicas que deben ser
consideradas al momento de interpretar estos resultados, y que hacen necesario continuar
investigando y desarrollando la metodologia de trabajo para documentar resultados confiables,
y que permitan un constructo tedrico en relacion a VEGF en este modelo de lesién pulmonar

aguda.



2. ABSTRACT

Introduction: several experimental studies have shown that mechanical ventilation can
induce lung injury even in previously healthy lungs, but when they have an acute respiratory
distress syndrome of any origin, seem particularly sensitive to the harmful effects of mechanical
ventilation.

On the other side, angiogenic growth factors such as vascular endothelial growth factor
(VEGF) can modulate endothelial permeability. The biological processes that mediate increased
vascular permeability subsequent to pulmonary damage induced by mechanical ventilation, and
therefore the development of pulmonary edema, are not completely known. There are no studies
that have evaluated the impact of ventilatory strategy over the VEGF levels, nor their possible
role in increment of permeability and the development of pulmonary edema.

Objective: to determinate a model of acute lung injury, if compared to healthy animals,
there altered levels of VEGF in plasma, bronchoalveolar lavage and lung tissue; If these changes
are associated with alterations in vascular permeability, pulmonary edema and damage; and if
these changes can be reversed by using an ultra-protective ventilatory strategy (tidal volume 2
ml/kg body weight) associated with extracorporeal life support, compared to a non-protective
ventilation (tidal volume 10 ml/kg body weight).

Results: no differences in the relative levels of VEGF was observed in the group of animals
with acute lung injury ventilated with a conventional strategy and ultra-protective most
extracorporeal life support in plasma at time 0, 3 and 24 hours and the homogenate lung tissue,
compared to the control group (p <0.05). No association was observed between the relative
levels of VEGF in the group of animals with acute lung injury ventilated with a conventional
strategy and ultra-protective most extracorporeal life support in plasma (time 0, 3 and 24 hours)
and homogenized lung tissue, and changes in protein concentration in bronchoalveolar lavage,
rate wet/dry weight and histological lung injury (p <0.05). No relative levels of VEGF was
observed, evaluated with the Western blot technique, in bronchoalveolar lavage samples.

Conclusions: the ventilatory strategy employed does not alter the relative levels of vascular
endothelial growth factor over plasma and lung tissue, in a model with acute lung injury pigs
induced by repeated saline solution lavages and high tidal volume mechanical ventilation. In

addition, the observed changes in vascular permeability, pulmonary edema and damage have no



association with the relative levels of vascular endothelial growth factor in plasma and lung
tissue.

However, there are a significant number of technical limitations that must be considered
when these results are interpreted, and they do need to continue researching and developing the
work methodology for documenting reliable results, allowing a theoretical construct in relation

to VEGF in this acute lung injury model.
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3. INTRODUCCION

3.1 Sindrome de distrés respiratorio agudo, ventilacion mecénica protectora y
ventilacién mecanica ultraprotectora

El Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una forma aguda y difusa de dafio
pulmonar inflamatorio, que ocurre posterior a un deterioro de la membrana alvéolo capilar, y es
caracterizado por la acumulacion de edema pulmonar rico en proteinas (1). Sus caracteristicas
morfologicas son dafio alveolar difuso, con edema alveolar e intersticial, inflamacion y la
formacion de membranas hialinas. Clinicamente se manifiesta por hipoxemia de inicio rapido,
infiltrados pulmonares bilaterales y disminucidon de la distensibilidad pulmonar (2).

Durante la pasada década, el SDRA se ha convertido en uno de los principales problemas
de salud en los cuidados criticos. En Estados Unidos son 190.600 los casos por afio, con 74.500
muertes y 3.6 millones de dias de hospitalizacién (3). No existen datos en Chile, aunque se
estima que entre un 20 a 30% de las admisiones a unidades de cuidados intensivos (UCI) en
nuestro pais son debido a SDRA (4, 5). Varios estudios sefialan que la mortalidad persiste sobre
un 40% (6-8), y quienes sobreviven pueden desarrollar complicaciones a largo plazo que
comprometen su calidad de vida (9).

Los reportes sugieren que tanto la incidencia como la mortalidad de pacientes
hospitalizados con SDRA han ido en disminucion (10, 11). Las razones para este declive en la
mortalidad probablemente sean multifactoriales; entre ellas se cuentan: la implementacion de
estrategias para reducir las infecciones intrahospitalarias, la disminucion en el uso de
transfusiones sanguineas y la limitacion en el uso de volumenes corrientes durante la ventilacion
mecanica (VM) (1).

Limitar el volumen corriente (Vt) y las presiones inspiratorias, para evitar la
sobredistension, y mantener un nivel de presion positiva al final de la espiracion (PEEP) para
evitar el reclutamiento-desreclutamiento (R/D), se han convertido en las caracteristicas
distintivas de esta aproximacion denominada VM protectora (12, 13).

Aunque la ventilacién mecanica es el soporte terapéutico mas importante en pacientes
con SDRA, actualmente es bien aceptado que puede inducir o empeorar el dafio pulmonar (14,
15). Varios estudios experimentales han mostrado que la VM puede inducir lesién pulmonar
aun en pulmones previamente sanos (16), y cuando estos presentan un SDRA establecido,
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independiente del origen, parecen particularmente sensibles a los efectos nocivos de la VM (15).
Como los pulmones con SDRA tienen menos unidades pulmonares para el intercambio gaseoso
y ventilacion alveolar, un nivel de volumen corriente desproporcionalmente alto para las
unidades pulmonares disponibles puede inducir excesivo estrés y strain en ellas, mecanismo de
dafio denominado sobredistension. Ademas, varias unidades pulmonares se vuelven inestables
en pulmones con SDRA, las que pueden abrirse durante la inspiracion pero colapsan
nuevamente durante la espiracion, sufriendo ciclos repetitivos de R/D, el cual ha sido
demostrado como inductor de dafio pulmonar (17). Ambos mecanismos, sobredistension y R/D
ciclicos, inducen una respuesta biolégica denominada biotrauma, caracterizada por inflamacién
pulmonar y sistémica (18).

Sin embargo, se ha demostrado que un mayor Vt no solo induce sobredistension, sino
que también es el principal determinante de R/D ciclico (19), particularmente en pacientes con
SDRA severo (20-22), sugiriendo que en estos ultimos la posibilidad de mantener un
intercambio gaseoso aceptable y tener una ventilacion efectivamente protectora es inviable, por
lo que la opcion de soporte pulmonar extracorporeo (ELS: por sus siglas en inglés) parece una
alternativa razonable. Esto permite emplear Vt minimos (< 2 ml/kg de peso corporal ideal) y
menores frecuencias respiratorias para “hacer reposar los pulmones” y evitar asi un mayor dafio
pulmonar con la consecuente respuesta inflamatoria, confiando la oxigenacién y eliminacion de
dioxido de carbono (CO») al ELS, estrategia denominada ventilacion mecanica ultraprotectora.

El soporte pulmonar extracorporeo consiste en el uso de circulacién extracorporea
prolongada que permita un intercambio gaseoso adecuado para garantizar un soporte vital
temporal en pacientes con falla pulmonar. ELS puede proporcionar soporte total cuando se
emplean altos flujos sanguineos (> 50 ml/kg/min) en cuyo caso se emplea el término
oxigenacion de membrana extracorporeo (ECMO) (23).

La racionalidad de implementar una estrategia ventilatoria ultraprotectora se sustenta en
la posibilidad de reducir al minimo los mecanismos relacionados con el dafio inducido por la
VM vy permitir el reposo pulmonar, esto considerando que sobrevivir al SDRA requiere la
recuperacion de la integridad de la membrana alvéolo capilar. Para tal efecto, se requiere la
respuesta coordinada de una serie de procesos moleculares complejos, incluyendo la

proliferacion de células epiteliales alveolares tipo 2. La reabsorcion del edema y proteinas
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alveolares debe continuar con la eventual normalizacion de la estructura alveolar, aunque

déficits de la funcion respiratoria pueden persistir (1).

Si bien existe un amplio conocimiento de los mecanismos fisicos implicados en el dafo
pulmonar inducido por la ventilacion mecanica, los procesos bioldgicos que median la fase
exudativa del SDRA, que se caracteriza por un aumento de la permeabilidad vascular con
exudado de fluido proteinico y migracion de células inflamatorias desde el compartimento
vascular al intersticio y espacio alveolar, no son completamente conocidos.

A la fecha existen reportes en la literatura, tanto de estudios celulares como en humanos,
gue han mostrado una reduccion de los niveles del factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF) intrapulmonar en la fase precoz del SDRA, asociado a una elevacion de los niveles
plasmaticos de VEGF y normalizacién de ambos durante la recuperacion (24-26), factores que
permiten plantear que cambios en la biodisponibilidad de VEGF puede jugar un rol en la
patogénesis de la fase temprana del SDRA.

Queda por dilucidar si la estrategia ventilatoria empleada puede modular los niveles de
VEGF, vy si ello puede influir en la resolucion del edema y el dafio pulmonar durante la fase
aguda del SDRA.

3.2 Factor de crecimiento endotelio vascular

El factor de crecimiento endotelio vascular es una glicoproteina cuyo rol es critico en la
organogénesis de todos los érganos. El pulmon es la fuente predominante de VEGF en adultos,
donde ejerce una funcion importante manteniendo una estructura pulmonar normal (27-30).

La superfamilia de proteinas relacionadas a VEGF incluyen VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEGF-E vy el factor de crecimiento placental (PIGF), donde VEGF-A (s6lo como
VEGF en lo sucesivo) resulta esencial para la normal organogénesis y angiogenesis tanto en
humanos como en animales, y la deleccion de un solo alelo ha sido asociada con letalidad en
ratas (27, 28). Su sefializacion es a través de los receptores de superficie celular tirosina kinasa
VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 (31).

El uso de diferentes ligandos de VEGF e inhibidores de los receptores VEGF, han
mostrado que VEGFR-2 es el mediador de la permeabilidad vascular in vivo (31, 32). Pero,
ademas de aumentar la permeabilidad, VEGF también induce vasodilatacion resultando en un
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aumento del flujo sanguineo hacia los tejidos. VEGFR-2 (kinasa hepatica fetal (FIk-1) o receptor
dominio kinasa inserto (KDR)) es un receptor kinasa transmembrana tipo 11, que consiste de
una region extracelular compuesta de siete dominios tipo inmunoglobulinas (1g), un dominio
transmembrana corto, y una region intracelular que contiene un dominio tirosina kinasa. La
unidn del ligando al receptor induce la dimerizacién y autofosforilacion (31).

Entender los mecanismos subyacentes involucrados en las respuestas fisiologicas
asociadas a VEGF es esencial para proporcionar informacion de condiciones patoldgicas

relacionadas a VEGF y el desarrollo de terapias especificas (33).

3.3 VEGF y Sindrome de distrés respiratorio agudo

Estudios durante la ultima década han sugerido que el epitelio respiratorio es el principal
responsable para mantener una barrera efectiva que previene la salida de fluidos y solutos dentro
del pulmén, inhibiendo el paso de agua, electrolitos y péptidos a la via aérea y alvéolos bajo
condiciones fisioldgicas (34). Menos atencion ha recibido el rol de la barrera endotelial, por
varias razones. Poros paracelulares a través de la superficie endotelial son significativamente
mayores que los poros epiteliales y esto permite el libre paso de solutos hidrofilicos como
pequefios azUcares, electrolitos y otras particulas cargadas bajo condiciones basales. Ademas,
el coeficiente de refleccion estimado para proteinas a travées del endotelio capilar pulmonar es
significativamente menor que el del epitelio (35). A pesar de esto, la pérdida de la integridad de
la barrera endotelial es claramente prerrequisito para el desarrollo de edema intersticial, lo que
esta asociado con un marcado aumento en la permeabilidad vascular en modelos experimentales
y puede gatillar respuestas tipo dafio pulmonar agudo (1).

A su vez, factores de crecimiento angiogénicos como VEGF pueden modular la
permeabilidad endotelial. Asi por ejemplo, la expresion de VEGF mediada por adenovirus
dentro del pulmon genera edema pulmonar (36). El alvéolo es el principal sitio de produccién
de VEGF y la compartamentalizacién de altos niveles en el fluido de recubrimiento epitelial
alveolar ha sido descrita en sujetos normales. En un pulmdn sano la concentracion de VEGF a
nivel pulmonar (fluido de recubrimiento epitelial) es 500 wveces superior
(compartamentalizacion) a las concentraciones plasmaticas. Ademas, el pulmon tiene receptores
VEGFR1 y VEGFR2 presentes en células epiteliales alveolares tipo | y Il, asi como en
macrofagos alveolares y células endoteliales (1).
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Durante la fase aguda del SDRA (1-2 dias) disminuye la concentracién de VEGF a nivel
pulmonar (descompartamentalizacion), disminuye la expresion alveolar de VEGFR2 y
aumentan los niveles plasmaticos de VEGF. Todo ello asociado a aumento de la permeabilidad
vascular, dafio de células epiteliales tipo I, edema alveolar, reclutamiento de neutréfilos y
disrupcion de la membrana alvéolo capilar (24, 25, 37). Por otra parte, durante la fase tardia y
de recuperacion existe restauracion de los niveles alveolares y plasméaticos de VEGF, sobre-
regulacion de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 a nivel del epitelio alveolar, macrofagos
alveolares y endotelio, proliferacion de células epiteliales tipo Il, reparacion de células

epiteliales tipo 1 y membrana alvéolo capilar (1) (figura 1).
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Sin embargo, los procesos bioldgicos que median el aumento de la permeabilidad
vascular posterior a un dafio pulmonar inducido por la VM, y por ende el desarrollo de edema
pulmonar, no son completamente conocidos. El estudio de niveles diferenciales de VEGF al
emplear una estrategia ventilatoria ultraprotectora versus ventilacion convencional puede
aportar importantes antecedentes, por ser VEGF un potente factor de permeabilidad vascular. A
la fecha, el rol de VEGF en el SDRA ha sido evaluado en modelos animales murinos de dafio
pulmonar, con resultados contradictorios; ninguno de los cuales ha sido dirigido a comparar los
niveles diferenciales de VEGF al emplear una estrategia ventilatoria que genere dafio (Vt 10

ml/kg de peso corporal) versus una estrategia ultraprotectora (Vt < 2 ml/kg de peso corporal).

3.4 Proposito

La VM es el principal soporte terapéutico en el SDRA, pero ésta puede ser perjudiciall,
por lo que proveer una ventilacion protectora reduciendo el Vt es un estandar de manejo. Aun
mas, el disminuir el Vt con el objetivo de permitir el reposo pulmonar se ha planteado como una
estrategia de rescate en pacientes con falla respiratoria severa. Disminuir el Vt a niveles que
permitan el reposo pulmonar implica el confiar la oxigenacién y ventilacion a un sistema de
oxigenacion de membrana externo que reemplace la funcion pulmonar (ELS) (23, 37, 38).

La mejoria en la sobrevida reportada al utilizar estrategias ventilatorias ultraprotectoras
parece venir de la mano de varios factores que contribuirian a ello, uno de los cuales es permitir
el reposo pulmonar, lo que induce menor estrés sobre la barrera alvéolo capilar y por ende
permitir la recuperacion de la estructura y funcion pulmonar.

Aunque existen escasos datos de la participacion de factores bioldgicos en la modulacién
de la permeabilidad vascular pulmonar en el SDRA, es probable que cumplan un rol
significativo en la formacion de edema intersticial y alveolar (1), lo que perpetia la reduccién
de la capacidad residual funcional, y por ende el estrés mecéanico inducido por la VM.

El pulmon es la principal fuente de VEGF, el cual dentro de sus funciones puede modular
la permeabilidad vascular. Alteraciones en la biodisponibilidad de VEGF (por pérdida de la
compartamentalizacion) se han descrito en modelos experimentales animales y en humanos
durante el SDRA, y su asociacion a mayor dafio, permeabilidad vascular y edema pulmonar (1).
El aplicar una estrategia ventilatoria ultraprotectora (versus una estrategia convencional: 10

ml/kg de peso corporal), por menor estrés mecanico y por lo tanto de dafio de la estructura
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alvéolo capilar, podria determinar la existencia de niveles diferenciales de VEGF a nivel de
tejido pulmonar, plasma y lavado broncoalveolar (LBA), y por ende grados variables de
modulacion de la permeabilidad vascular pulmonar.

Que los niveles de VEGF difieran de acuerdo a la estrategia ventilatoria empleada, y ello
se asocie al desarrollo de dafio, permeabilidad y edema pulmonar, convertiria a VEGF en un
atractivo factor adicional a la estrategia ventilatoria empleada, factible de ser modulado. Por eso
investigamos a este factor bioldgico, con el fin de proporcionar un objetivo terapéutico deseable

en los pacientes con SDRA, que limite aun mas el desarrollo de edema pulmonar.

3.5 Hipotesis

Existe un aumento de los niveles de VEGF plasmaticos y disminucion de los niveles de
VEGF en el tejido pulmonar y LBA, en un modelo de cerdos con lesién pulmonar aguda (LPA)
“doble lesion”, inducido por lavados pulmonares con solucién salina y 2 horas de ventilacion
mecanica con Vt de 35-40 ml/kg de peso corporal, que se asocia a un aumento de la
permeabilidad vascular, desarrollo de dafio y edema pulmonar. Esta alteracion de los niveles de
VEGF (plasmaticos, tejido pulmonar y LBA) es de menor magnitud, cuando posterior a la
induccion de la LPA se aplica una estrategia ventilatoria ultraprotectora versus una estrategia

ventilatoria convencional.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar en un modelo de cerdos con lesion pulmonar aguda si comparado con animales
sanos existe alteracion en los niveles relativos de VEGF en plasma, en tejido pulmonar y en
lavado broncoalveolar; si estos cambios se asocian a alteraciones de permeabilidad vascular,
lesion y edema pulmonar; y si estas alteraciones pueden ser revertidas al emplear una estrategia
ventilatoria ultraprotectora (Vt 2 ml/kg de peso corporal) asociada a ELS, comparado con una

ventilacion no protectora (Vt 10 ml/kg de peso corporal).
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4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion total de proteinas en LBA, tasa peso himedo/seco y dafio
pulmonar histologico, en cerdos sin lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia
ventilatoria convencional, y en cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una
estrategia ventilatoria convencional y ultraprotectora.

2. Determinar los niveles relativos de VEGF en plasma, lavado broncoalveolar y tejido
pulmonar en cerdos sin lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia ventilatoria
convencional, y en cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia
ventilatoria convencional y ultraprotectora.

3. Comparar los niveles relativos de VEGF en el plasma, lavado broncoalveolar y tejido
pulmonar de cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia ventilatoria
convencional versus cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia
ventilatoria ultraprotectora.

4. Determinar si los niveles relativos de VEGF en el plasma, lavado broncoalveolar y tejido
pulmonar se asocian a variaciones de la permeabilidad vascular, edema y dafio pulmonar,
en cerdos sin lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia ventilatoria
convencional, y en cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia

ventilatoria convencional y ultraprotectora.

5. METODOLOGIA

5.1 Animales, anestesia y monitorizacién

18 Cerdos (Sus scrofa domestica) con edad de desarrollo de 3 a 6 meses, obtenidos en
NEOVET S.A. (Empresa proveedora de cerdos de investigacion), ubicada en calle EI Trovador
4280, oficina 1011, Las Condes, Santiago (lugar de mantencion de los cerdos: NEOVET S.A.,
ubicada en Colonia Kennedy, comuna de Paine), fueron utilizados para este estudio
(pertenecientes al proyecto Fondecyt Regular 1130428, dirigido por el Dr. Alejandro Bruhn).
Fueron trasladados al centro de investigacion médica (CIM) de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile la noche anterior a la realizacion del experimento. No recibieron alimentacion

desde 24 horas antes, pero tuvieron libre acceso a agua.
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Fueron premedicados con Ketamina 20 mg/Kg + Xilavet 2 mg/Kg + Atropina 0.05 mg/kg
i.m. Para lograr dicho procedimiento, se acercé al animal una bolsa plastica que contenia una
compresa empapada de isofluorano, con lo cual se logro en breves segundos que el animal se
durmiera para proceder a inyectar la pre-anestesia.

Al dormirse, fueron trasladados (envueltos en pafios de pabellén), hasta el pabellon de
cirugia experimental (ubicado en el 4° piso del CIM). Cuando era necesario, el animal fue
bafiado con agua tibia para sacar el resto de fecas que contenian en sus extremidades.

Después de insertar una via intravenosa periférica (i.v.) e inyectar 5 mg/kg de tiopental, se
colocaron electrodos de monitorizacion cardiaca, parametro que tuvo un valor promedio de 85.7
+ 25.5 pulsaciones por minuto. Ademas se instalé un oximetro de pulso adherido al extremo de
la oreja o lengua del cerdo, pardmetro que tuvo un valor de 97.4 £ 2,2%. La temperatura central
se mantuvo en 36.2 £ 1 °C mediante una frazada radiante.

Inmediatamente después, los cerdos fueron intubados y conectados a un ventilador mecénico
en modo volumen control (VCV; Servo 900C, Siemens-Elema-Sweden) con PEEP de 5 cmH20,
volumen tidal (Vt) de 10 ml/kg de peso corporal y una relacion I:E 1:2. La frecuencia
respiratoria (FR) fue inicialmente programada en 16-18/min y ajustada para mantener una
PaCO: entre 35-45 mmHg, mientras que la fraccion inspirada de oxigeno permanecié en 100%
durante todo el experimento. La anestesia fue mantenida con infusién continua de midazolam 1
mg/ml, fentanyl 20 pg/ml y Ketamina 20 mg/ml, programada a 0.5 ml/kg/h durante los
procedimientos invasivos e induccion de la lesion pulmonar aguda, y posteriormente a 0.25
ml/kg/h hasta el final del experimento. La paralisis muscular se mantuvo con infusién continua
de bromuro de pancuronio 0.25 mg/kg/h durante todo el experimento.

Al momento de la instrumentalizacion, 1 gramo de cefazolina fue administrado via i.v. y
luego cada 8 horas. Bajo condiciones estériles estrictas, la arteria carotida izquierda y la vena
yugular izquierda fueron quirdrgicamente expuestas para la insercion de un catéter. Un catéter
de arteria pulmonar se coloco guiado por curvas de presion. Durante el experimento, fueron
monitoreados cada hora el electrocardiograma, presion sanguinea arterial, presion de arteria
pulmonar, presion de oclusion de arteria pulmonar, gasto cardiaco, frecuencia cardiaca,

saturacion de oxigeno de pulso y temperatura corporal.
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5.2 Grupos (disefo)

Todos los experimentos tomaron aproximadamente cinco horas para la preparacion de los
animales e induccion de la lesion pulmonar aguda, y luego 24 horas de una fase intervencional
para evaluar los efectos de las diferentes estrategias ventilatorias en los niveles relativos
plasmaéticos, tejido pulmonar y lavado broncoalveolar de VEGF, y su asociacion a variaciones
de la permeabilidad vascular, desarrollo de dafio y edema pulmonar.

Los animales fueron aleatoriamente divididos en 3 grupos:

Grupo 1: control (sin lesién pulmonar aguda), seguido de 24 horas de ventilacion mecanica
convencional (VM)* (n=6).

Grupo 2: induccion de lesién pulmonar aguda, seguido de 24 horas de ventilacion mecénica
convencional + ELS (VM)* (n=6).

Grupo 3: induccion de lesion pulmonar aguda, seguido de 24 horas de ventilaciobn mecanica
ultraprotectora (Vt 2 mil/kg de peso corporal + ELS) # (n=6).

* VM convencional: ventilacién volumen control (VCV), Vt 10 ml/kg de peso corporal, PEEP=
5 cmH20, FR= 20/min (ajustada a PaCO2 50+5 mmHg), I:E= 1:2; # VM ultraprotectora,
ventilacién presion control (PCV) 10 cmHzO, ajustada para lograr un Vt < 2 ml/kg de peso
corporal, FR=5/min, PEEP 5 cmH20, relacién I:E= 1:1.

5.3 Induccion de lesion pulmonar aguda (deplecion de surfactante + ventilacion con
Vt 35-40 ml/kg de peso corporal)

Se desarrollaron lavados pulmonares salinos (30 ml/kg, a 39°C) en posicion supina y
prona utilizando una secuencia predeterminada. La VM entre lavados fue con VCV, Vt= 10
ml/kg de peso corporal, PEEP=5 cmH20, FIO2= 100%. Con un analizador de gases en sangre
portatil (i-STAT®-1 immunoready), se midid gasometria en sangre arterial cada 3 lavados.
Cuando la tasa de presion parcial de oxigeno en sangre arterial/fraccion inspirada de oxigeno
(PaO2/FiO») fue inferior a 250, se inicio la ventilacion a Vt de 35-40 ml/kg de peso corporal,
primero en posicion prono con PCV, PEEP= 0 cmH20, PIP=35-40 cmH20 (para lograr Vt de
35-40 ml/kg de peso corporal), FR= 10/min, I:E= 1:1, por 60 min, y luego 60 min en posicién

supina.
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5.4 Soporte pulmonar extracorporeo

ELS fue proporcionado a traves de un sistema veno-venoso. Este sistema estaba
compuesto de un oxigenador de fibra hollow HILITE® 7000LT, 1.9 mt?> (MEDOS, Stolberg,
Germany), canulas reforzadas oxygenatorwire (Bio-Medicus®, Medtronic, MN, USA), y
tubuladuras y conectores de cloruro de polivinilo, todos recubiertos de heparina (Carmeda AB).
Una bomba centrifuga magnética Medtronic Bio-Medicus® 540, (Eden Praire, MN, USA) fue
utilizada en el bypass del circuito extracorpodreo. El sistema ELS fue cebado con 450 ml de
solucion salina (NaCl 0.9%). La vena yugular derecha se expuso quirirgicamente para la
colocacion de una canula de drenaje y retorno doble Iimen (de 23 French).

La anticoagulacion fue inducida con bolos de heparina (100 u/kg i.v.), seguida de
infusion continua con un blanco de tiempo de coagulacion activada (ACT) de 180-220 segundos
(Hemochron® Response, ITC, USA).

Las canulas fueron conectadas justo antes de iniciar la circulacion extracorpérea. El flujo
de gas inicial (FiO2 100%) del oxigenador fue seteado a 1:1 con el flujo sanguineo, y luego
titulada para mantener una PaCOz2 arterial entre 50 £ 5 mmHg. La evaluacion de pardmetros
hemodinamicos sistémicos (frecuencia cardiaca, presion sanguinea arterial, presion de arteria
pulmonar y presion de oclusién de arteria pulmonar), respiratorios e intercambio gaseoso,
fueron evaluados al basal, después de inducir la lesion pulmonar (tiempo 0) y cada 3 horas.

Gases sanguineos arteriales fueron analizados.

5.5 Muestras de LBA y plasma

Para obtener fluido de recubrimiento epitelial se desarrollaron lavados broncoalveolares
repetidos no broncoscépicos, con 0,5 ml/kg de peso corporal de solucion salina caliente (39°C),
después de inducida la lesion pulmonar aguda (tiempo 0), y luego a las 3 y 24 horas de iniciada
la fase intervencional. En cada tiempo se obtuvieron muestras sanguineas (3 ml). Las alicuotas
permitieron por centrifugacion a 4000 rpm, por 10 minutos, la separacién del plasma.

Las muestras de plasma y fluido del lavado broncoalveolar, fueron refrigerados a -80°C
para el posterior analisis. Ademas, después de la eutanasia de los animales al final de las 24
horas, se obtuvieron muestras de tejido para evaluar los niveles de VEGF en el homogeneizado

pulmonar.
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5.6 Eutanasia y muestras de tejido

Al final de la fase intervencional (24 horas) a los animales se les realiz6 eutanasia bajo
anestesia profunda (Tiopental: 2 gramos dosis total, endovenosa), por una inyeccion de cloruro
de potasio 30 meq i.v., para posteriormente desarrollar una toracotomia. ElI pulmon fue
escindido en bloque.

Muestras de tejido pulmonar representativas de cada I6bulo del pulmon derecho fueron
disecadas. De cada lobulo, un fragmento fue separado y fijado en formalina por 24 horas y
sumergidos en parafina, mientras que otros fragmentos se almacenaron a -80°C para su posterior

analisis.

5.7 Eliminacion de desechos

Se rigieron de acuerdo a las normas de bioseguridad del CIM de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile. Los animales fueron depositados dentro de bolsas con rétulo de
material contaminado, siendo retirados por personal de aseo e higiene para su posterior

cremacion por una empresa externa.

5.8 Medicion de VEGF (Western Blot)

El tejido pulmonar congelado fue cortado, homogeneizado y centrifugado, mientras que
las muestras de LBA y plasma fueron procesadas como se describe en el punto 4.5, para luego
determinar la concentracion de proteinas (sobrenadante) mediante el método descrito en el punto
4.9 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). El tejido pulmonar se homogeneiz6 en 3 ml de
buffer de lisis [150 mM NacCl, 1.0% Nonidet P-40 (NP-40), 50 mM Tris-Cl, ajustado a un pH
7.4], transferido a un tubo eppendorff y colocado en hielo durante 15 minutos. Los tubos fueron
centrifugados a 14.000 rpm durante 10 min a 4° C y el sobrenadante fue rapidamente congelado.

El lisado celular, asi como las muestras de LBA y plasma fueron resueltas en un gel de
poliacrilamida (con buffer de carga al 2x), y se electrotransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (eBlot™, Protein Transfer System). Posteriormente la membrana de nitrocelulosa
fue bloqueada en leche semidescremada al 5% durante una hora, para luego realizar 3 lavados
de 10 minutos cada uno con wash buffer (PBS 1x + Nonidet P 40 al 0,1%). Acto seguido la
membrana fue incubada con el anticuerpo primario (anticuerpo policlonal VEGF; dilucion
1:1000) durante toda la noche, para al dia siguiente volver a realizar 3 lavados con wash buffer
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de 10 minutos cada uno, y luego incubar con el anticuerpo secundario por 1 hora (anti Rabbit
para VEGF, dilucién 1:10000); anti mouse para GADPH, dilucién 1:5000), y nuevamente 3
lavados de 10 minutos cada uno con wash buffer.

Los inmunoblots se desarrollaron por aumentos de la quimioluminiscencia (CCD Digital

Imaging).

5.9 Permeabilidad vascular pulmonar (proteina total del LBA)

La concentracion total de proteinas en el LBA se determind con el Kit de ensayo de
proteinas Bio-Rad Dc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). Este ensayo est4 basado en el
método de Bradford, para el cual se prepararon 5 diluciones de solucién estandar de proteina
(albumina suero bovino: BSA), las que eran representativas de la solucién de proteinas
evaluadas. Luego, se agregaron 100 pl de cada solucién estandar y muestras de LBA en tubos
de ensayo, para posteriormente agregar 100 pl del colorante reactivo Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (azul brillante de Coomassie G-250) a cada tubo y agitarlo en un vortex. Se
incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos y subsecuentemente se midié la absorbancia a

595 nm con un espectrofotometro (39, 40).

5.10 Edema pulmonar (tasa peso humedo/seco pulmonar)
Fragmentos de cada l6bulo del pulmon izquierdo fueron pesados y luego mantenidos por

3 dias a 50°C, para calcular el edema pulmonar gravimétrico (tasa peso humedo/seco) (39).

5.11 Dafio pulmonar (histopatologia)

En cada muestra de tejido pulmonar, después de la tincion con hematoxilina eosina, 5
campos seleccionados aleatoriamente fueron magnificados a 200x y analizados por un patélogo
ciego al grupo animal.

Cinco variables histoldgicas de lesion pulmonar fueron evaluadas: a) infiltrados de
neutrdfilos intra-alveolar, b) infiltrado de neutrofilos intersticial, ¢) infiltrados de neutrofilos
peri-venosos, d) congestion pulmonar y e) hemorragia intra-alveolar. Cada variable fue
graduada desde 0 a 3 (score total 0-1) (39).
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5.12 Anélisis estadistico

El presente trabajo es parte de un proyecto mas amplio (Fondecyt 1130428), que se
desarrolla desde el afio 2013 a la fecha. En dicho proyecto el nimero de animales por grupo se
calculo en base a la diferencia esperada para interleuquina-8 (IL-8) en lavado broncoalveolar.
Aunque se reportan valores variables en la literatura de acuerdo a las caracteristicas particulares
del modelo, la desviacién estdndar de IL-8 en muestras de lavado broncoalveolar generalmente
corresponde a 15-25% de la media. Para detectar diferencias de 33% en los valores de la media
entre los grupos, considerando una desviacion estandar de 20% de la media, y asumiendo una
tasa de error tipo | de 5% y una potencia estadistica de 80%, se calculd que 6 animales serian
requeridos por grupo. Al no disponer de valores de VEGF en cerdos con lesion pulmonar aguda,
no es posible calcular la potencia estadistica para encontrar diferencias en este marcador, y en
esa perspectiva el presente proyecto enfocado en VEGF puede considerarse un piloto.

El analisis estadistico y confeccidn de los graficos se realizé con el programa GraphPad
Prism ® para windows version 6.01. La normalidad de los datos para las variables numéricas se
determind con la prueba Shapiro Wilk, y la homogeneidad de varianzas con el test de Levene.

Los resultados para las variables numéricas se expresan en medias + desviacion estandar.
Para la comparacion intra grupos de las variables numéricas se utiliz6 Anova para medidas
repetidas, y Anova para muestras independientes para la comparacion entre grupos (prueba de
comparacion multiple de Tukey). Para la comparacion entre grupos de la variable numérica que
representa un score, se utilizé la prueba de Kruskal Wallis (prueba de comparacion multiple de
Dunn). Para determinar la asociacion de variables (numéricas-numéricas) se utilizd la
correlacion muestral de Pearson.

Un p<0.05 es considerado como estadisticamente significativo.

6. RESULTADOS

Animales — grupos

Seis cerdos machos y doce cerdos hembra, con edad de desarrollo de 3 a 6 meses, fueron
aleatoriamente divididos a uno de los siguientes grupos: sin LPA y VM con Vt de 10 mil/kg de
peso corporal (G1), induccion de LPA 'y VM con Vt de 10 ml/kg de peso corporal + ELS (G2),
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e induccién de LPA y VM con Vt de 2 ml/kg de peso corporal + ELS (G3). Sus caracteristicas

basales se resumen en la tabla 1.

Sin LPAVM V1t 10

LPA-VMVt10 +

LPA-VMVt2 +

Grupo 1 (n: 6) ELS ELS
Grupo 2 (n: 6) Grupo 3 (n: 6)

Peso (kg) 33+58 313+2,9 288+12
Frecuencia cardiaca (Ipm) 102,8 + 28,2 68,2 £ 23,4 88,8148
Presién arterial media (mmHg) 94 +24 102 +£16,5 94,7+154
Saturacion O, de pulso (%) 96,8+1,3 99,5+0,6" 95,72
Temperatura (°C) 36,5+0,95 36,3+1,1 3B,7+11
Fraccion inspirada de O, (%) 100+0 100+ 0 100+ 0
PaO, (mmHg) 379,7+£917 368,22+ 71,7 383,7+£144,3
PaCO, (mmHg) 344+19 39+5 423+85
pH 7,58+0,1 7,53+0,1 75+01
BIC real (mEq/It) 321+22 325+31 326+26
Exceso de bases (mEg/It) 10,3+3,2 97+4]1 95+29
Lactato (mmol/It) 15+04 1,4+0,3 1,1+0,1
Hematocrito (%) 27+1,7 21+56 22+39
Hemoglobina (gr/dl) 9,2+0,6 72+19 75+13
Sodio (mEg/It) 140,7+0,6 140,2+28 144 +5]1
Potasio (mEq/It) 35+0,1 34+0,3 35+04
Gasto cardiaco (It/min) 3+0,6 23+0,3
Presion media arteria pulmonar (mmHg) 21+25 212+21 178+3/4

Tabla 1. Caracteristicas basales por grupo. " Diferencia G2 versus G1 (p=0.0012), “Diferencia G3 versus G2 (p=0.0009). LPA: lesion

pulmonar aguda, VM: ventilacion mecanica, Vt: volumen corriente. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS)

Al basal, la saturacion de oxigeno era significativamente menor en el grupo 1 y 3, en
comparacion al grupo 2 (p=0.0012; p=(0.0009) (G1: 96,8 £ 1,3%; G2: 99,5 + 0,6%; G3: 95,7 +

2%) (Tabla 1).

Luego de la induccion de la LPA, el porcentaje de sobrevida de los cerdos que completan

el tiempo total de intervencion del experimento para el grupo 1 fue de 100%, grupo 2 66% Yy

grupo 3 100% (Figura 2).
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Porcentaje de sobrevida: sobrevida de G1,G2y G3

el G1:VM Vt10 ml/kg sin LPA
50 =l= G2:LPA +VM Vt10 ml/kg + ELS

*de G3:LPA +VM Vt2mllkg + ELS

% sobrevida

0 T T T T
0 5 10 15 20

Horas

Figura 2. Curvas Kaplan Meier. Sobrevida de los animales del grupo 1, 2 y 3 durante el periodo de intervencion

Permeabilidad vascular pulmonar (concentracion total de proteinas en LBA)

En la comparacion intragrupos no se observan diferencias en la concentracion de
proteinas en LBA para los grupos 1 y 3 entre los tiempos 0, 3 y 24 horas. Para el grupo 2 se
observan diferencias en la concentracion de proteinas en LBA en los tiempos 3 y 24 horas versus
el tiempo 0 (p=0.0003; p=0.0416) (G2 TO: 13,5 £ 10,1 mg/ml; G2 T3: 65,3 + 39,3 mg/ml; G2
T24: 55,1 + 28,5 mg/ml) (Figura 3).

En la comparacidn entregrupos se observan diferencias en la concentracién de proteinas
en LBA para los tiempos 3 y 24 horas entre los grupos 1y 2 (p=0.0009; p=0.0100) (G1 T3: 1 £
0,4 mg/ml; G1 T24: 5,8 + 2,4 mg/ml; G2 T3: 65,3 £ 39,3 mg/ml; G2 T24: 55,1 + 28,5 mg/ml)
(Figura 3).
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Concentracién de proteinas LBA
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Il G1:VvM Vt10 mi/kg sin LPA (n:4)
E= G2:LPA + VM Vt10 mi/kg + ELS (n:4)

=] G3:LPA + VM Vt2 mlikg + ELS (n:4)

*p<0.05

Figura 3. Concentracion de proteinas en el lavado broncoalveolar (LBA) para los grupos 1, 2 y 3 en los tiempos 0, 3y 24 hrs. Los

datos estan en medias + Desviacién estandar (DS)

Edema pulmonar (tasa peso huuimedo/seco pulmonar)

En la comparacion entregrupos, la tasa peso humedo/seco del pulmon izquierdo aumenta

significativamente en comparacion al grupo 1 en los grupos 2 y 3 (p=0.0072) (G1: 5 + 1,3; G2:

7,2+0,5; G3: 7,3+ 1,1), sin diferencias entre los grupos 2 y 3 (Figura 4).

peso humedo/peso seco

Tasa peso hiumedo/seco pulmén I°

Grupos

* Diferencias respecto al G1. p<0.05

G1l:VM Vt 10 ml/kg sin LPA (n:6)
G2:LPA +VM Vt 10 ml/kg + ELS (n:4)
G3:LPA + VM Vt2 ml/kg + ELS (n:6)

Figura 4. Tasa peso humedo/seco del pulmdn izquierdo para los grupos 1, 2 y 3. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS)
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En la comparacion entregrupos, la tasa peso humedo/seco por l6bulos y zonas
(dependiente y no dependiente) del pulmon izquierdo aumenta significativamente en
comparacion al grupo 1 en los grupos 2 y 3, en los Iébulos apical zona dependiente (LAD)
(p<0.0001), y diafragmatico zonas dependiente (LDD) (p<0.0001) y no dependiente (LDND)
(p<0.0001) (LAD.G1:4,7+£1,8;G2:79%0,7,;G3:8+£1,3; LDD. G1: 4,7+ 2,2, G2: 7,6 + 0,8;
G3:82+1,2;LDND.G1:45%+1,7,G2: 7,4 £0,6; G3: 7,1 £ 1,5) (Figura 5).

Tasa peso humedo/seco por I6bulos del pulmén I°

10+
° Il G1:VM Vt10 mi/kg sin LPA (n:6)
o
° g4 E= G2:LPA + VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)
2 = G3:LPA + VM Vt2 milkg + ELS (n:6)
()
& 69
o
el
()
g 4
=1
~
S 27
()
(=%
0- e

Lébulos por zona
* Diferencias respecto al G1, para el mismo lébulo y por zona. p<0.05
LAD: I6bulo apical zona dependiente; LAND: I6bulo apical zona no dependiente; LCD: I6bulo
cardiaco zona dependiente; LCND: I6bulo cardiaco zona no dependiente; LDD: lI6bulo

diafragmatico zona dependiente; LDND: I6bulo diafragmatico zona no dependiente

Figura 5. Tasa peso himedo/seco del pulmén izquierdo por I6bulos para los grupos 1, 2 y 3. Los datos estan en medias + Desviacion
estandar (DS)

Dario pulmonar (histopatologia)

En la comparacion entregrupos, el score de dafio pulmonar del l6bulo cardiaco
dependiente del pulmén izquierdo aumenta significativamente en comparacion al grupo 1 en los
grupos 2 y 3 (p=0.0003) (G1: 0,2 +0,2; G2: 0,9 £0,1; G3: 0,6 + 0,2), sin diferencias entre los
grupos 2 y 3 (Figura 6B).
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Figura 6A. Histologia de pulmén (I6bulo cardiaco dependiente) de un animal del grupo 1 (imagen Ay B) y grupo 2 (imagen C y D).
En laimagen C es posible apreciar la hemorragia alveolar (flecha), y en la imagen D la formacion de membranas hialinas (flecha)

Score de dafio pulmonar:
Loébulo cardiaco dependiente
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> aat G2:LPA + VM Vt10 mi/kg + ELS (n:4)
a Seoenenane!
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* Diferencias versus G1.p< 0.05

Figura 6B. Score de dafio pulmonar histoldgico del I6bulo cardiaco dependiente para los grupos 1, 2 y 3. Los datos estan en medias +

Desviacion estandar (DS)

En la comparacion entregrupos, el score de dafio pulmonar del I6bulo cardiaco no
dependiente del pulmon izquierdo aumenta significativamente en comparacion al grupo 1 en los
grupos 2 y 3 (p=0.0068) (G1: 0,2 +0,1; G2: 0,6 £ 0,1; G3: 0,6 + 0,2), sin diferencias entre los
grupos 2 'y 3 (Figura 7).
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G3:LPA + VM Vt2 mlkg + ELS (n:6)

Figura 7. Score de dafio pulmonar histolégico del 16bulo cardiaco no dependiente para los grupos 1, 2 y 3. Los datos estan en medias +

Desviacion estandar (DS)

VEGF plasmatico (Western Blot)

En la comparacion entregrupos, los niveles relativos plasmaticos de VEGF al tiempo 0

no presentan diferencias significativas entre los grupos 1, 2 y 3 (normalizados al grupo 1; G2:

1,1+0,1; G3:1+0,3) (Figura 8A).

G1

G2

G3

veer T N
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G1l: VM Vt10 ml/kg sin LPA (n:4)
G2:LPA + VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)

G3:LPA + VM Vt2 ml/lkg + ELS (n:4)

Figura 8A. Western blot de VEGF plasmatico al tiempo 0 (T0) para los grupos 1, 2 y 3. Los niveles de VEGF para los grupos 2y 3
estan expresados segln la variacion relativa en comparacion al grupo 1 (promedio del andlisis de 4 animales por grupo). Los datos
estan en medias + Desviacion estandar (DS). UA: unidades arbitrarias; GADPH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa): control de

carga.
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En la comparacién entregrupos, los niveles relativos plasméticos de VEGF al tiempo 3
no presentan diferencias significativas entre los grupos 1, 2 y 3 (normalizados al grupo 1; G2:
0,8+0,3; G3: 0,7 £0,3) (Figura 8B).
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G3:LPA + VM Vt2 ml/kg + ELS (n:4)
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Figura 8B. Western blot de VEGF plasmético al tiempo 3 (T3) para los grupos 1, 2 y 3. Los niveles de VEGF para los grupos 2y 3
estan expresados seglin la variacion relativa en comparacion al grupo 1 (promedio del andlisis de 4 animales por grupo). Los datos
estan en medias £ Desviacion estandar (DS). UA: unidades arbitrarias; GADPH (Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa): control de

carga.

En la comparacidn entregrupos, los niveles relativos plasmaticos de VEGF al tiempo 24
no presentan diferencias significativas entre los grupos 1, 2 y 3 (normalizados al grupo 1; G2:
1,4+£0,5; G3: 1,3 £ 0,6) (Figura 8C).
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Figura 8C. Western blot de VEGF plasmatico al tiempo 24 (T24) para los grupos 1, 2'y 3. Los niveles de VEGF para los grupos 2y 3

estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS). UA:

unidades arbitrarias; GADPH: control de carga.
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VEGF LBA (Western Blot)

En las muestras de lavado broncoalveolar (miniLBA) no se obtuvo sefial a través de la

técnica de Western Blot para ninguno de los tiempos evaluados (TO, T3y T24).

Gl G2 G3

K .
VEGF LBA T0 _ .

GADPH LBATO '

VEGF LBA T3

GADPH LBA T3

VEGF LBA T24
GADPH LBA T24

Western blot de VEGF en el lavado broncoalveolar (LBA) al tiempo 0 (T0), 3 (T3) y 24 horas (T24) para los grupos 1,2y 3.

VEGF en el homogeneizado de pulmén (Western Blot)

En la comparacion entregrupos, los niveles relativos de VEGF en el homogeneizado de
pulmon del l6bulo cardiaco no dependiente no presentan diferencias significativas entre los
grupos 1, 2 y 3 (normalizados al grupo 1; G2: 0,8 £ 0,2; G3: 0,5 + 0,1) (Figura 9).
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Figura 9. Western blot de VEGF en el homogeneizado de tejido pulmonar del 16bulo cardiaco no dependiente para los grupos 1, 2 y 3.
Los niveles de VEGF para los grupos 2 y 3 estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos estan

en medias + Desviacion estandar (DS). UA: unidades arbitrarias; GADPH: control de carga.

Asociacion niveles de VEGF vy variaciones de la permeabilidad vascular, edema y dafo

pulmonar
No se observd una asociacion entre los niveles relativos de VEGF plasmaticos (tiempos 0,

3y 24 horas), homogeneizado de tejido pulmonar del I16bulo cardiaco zona no dependiente, y
concentracion de proteinas en LBA, tasa peso humedo/seco del pulmon izquierdo, y score de

dafio pulmonar histoldgico, para los grupos 1, 2 y 3 respectivamente (p<0.05).

7. DISCUSION

Modelo de lesion pulmonar aguda, permeabilidad vascular, edema y dafio pulmonar

En el presente estudio se observé un porcentaje de sobrevida de 66% en el grupo de
cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia ventilatoria convencional méas
ELS, mientras que en los grupos de cerdos sin LPA y VM convencional, y cerdos con LPA

ventilados con una estrategia ventilatoria ultraprotectora mas ELS, el 100% de los animales
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completo el periodo total de estudio (24 horas). Los animales que fallecieron desarrollaron
hipoxemia severa una vez finalizada la induccion de la lesion pulmonar, disfuncién circulatoria
progresiva con aumento en los requerimientos de drogas vasoactivas e hiperlactatemia. Si bien
no existié una causa clara para el desarrollo del Shock, es posible que una baja capacidad de
transporte de oxigeno, dado el bajo nivel de hematocrito y hemoglobina basal en estos cerdos
(Hematocrito: 18% y 17%; Hemoglobina: 6,1 y 5,8 mg/dl respectivamente), determinara una
caida en la capacidad de transporte de oxigeno, que sumada a la severa alteracion del
intercambio gaseoso (hipoxemia) contribuyeran a la caida del aporte de O a los tejidos. Ademas,
los animales en los cuales se indujo LPA vy fueron ventilados con una estrategia ventilatoria
convencional sin ELS, el 66% falleci6 antes de completar el periodo total de estudio (4 animales),
por lo que la conexidn a un sistema externo de oxigenacion y remocion de CO2 permitié mejorar
la sobrevida de estos animales en un 33%. Es por ello que se incluye finalmente en este estudio
un grupo de cerdos con induccion de LPA ventilados con una estrategia ventilatoria
convencional mas ELS, ya que el nimero de animales que logré sobrevivir al periodo total de

intervencion es mayor (4 versus 2) (Figura 10).

Proporcion de sobrevida: sobrevida de grupos
con LPA yVt10 ml/kg, con y sin ELS

HR (95% Cl)= 0.56 (0.09-3.18)

100--' Log-rank p= 0.5101
‘__ ele [pA+VE10 mi/ke
L] r e o o o ..
ele= | pPA +Vt10 mli/kg + ELS
| C e == '
L
3
50 o
e oo 000000 034
0 T T T T
0 5 10 15 20
Horas

Diferencias estadisticamente significativas con un p<0.05.

Figura 10. Curvas Kaplan Meier. Sobrevida de los animales del grupo con induccion de LPA'y VM convencional sin ELS, y grupo

con induccién de LPA y VM convencional méas ELS durante el periodo de intervencion

Sin embargo, para el analisis de los niveles relativos de VEGF en plasma, LBA vy tejido
pulmonar, se utilizaron muestras de solo 4 animales por grupo, debido a la disponibilidad de

cada una de ellas por uso para otros estudios.
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Por otra parte, se observé un aumento significativo de la concentracién de proteinas en
el lavado broncoalveolar en los grupos de cerdos con lesion pulmonar aguda ventilados con una
estrategia ventilatoria convencional, en comparacion al grupo control, en los tiempos 3 y 24
horas post induccidn de la lesion. A su vez, este mismo grupo de cerdos presenté un aumento
significativo en la concentracion de proteinas en el LBA en los tiempos 3 y 24 horas versus el
tiempo 0, datos que dan cuenta que en dicho grupo existié un aumento de la permeabilidad
vascular pulmonar en comparacion al grupo control y grupo con LPA ventilados con una
estrategia ultraprotectora mas ELS. Ademas, los grupos de cerdos con LPA ventilados con una
estrategia convencional y ultraprotectora més ELS, presentaron una tasa peso himedo/seco
mayor en comparacion al grupo control, resultados que sugieren la presencia de edema
pulmonar. Cuando se realiza el analisis por l6bulos y zonas (dependiente y no dependiente) se
aprecia una tendencia al aumento tanto en los lobulos apical, cardiaco y diafragmatico, siendo
significativa esta diferencia en los I6bulos apical zona dependiente, y diafragmatico zonas
dependiente y no dependiente. A su vez, en comparacion al grupo control, los grupos de cerdos
con lesién pulmonar aguda ventilados con una estrategia convencional y ultraprotectora mas
ELS, presentaron un mayor score de dafio pulmonar histologico en el 1ébulo cardiaco del
pulmon izquierdo, zonas dependiente y no dependiente, evidenciando formacion de membranas
hialinas, hemorragia alveolar e infiltrado celular inflamatorio. Clinicamente, estos animales
experimentaron al tiempo 0 una caida significativa de la oxigenacion (hipoxemia severa),
alteracion del intercambio gaseoso (tasa PaO2/FiO>) y distensibilidad pulmonar versus el grupo
control (Figuras 11 y 12), mientras que la conexion al sistema ELS permitié una mejoria de la
oxigenacion (aumento de la PaO-) y eliminacion de COo.
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Figura 11. Tasa PaO,/FiO, de los animales del grupo 1, 2y 3 al basal y tiempos 0, 6, 12 y 24 horas
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* Diferencia G2 versus G1 para el mismo punto de tiempo. p<0.05.

# Diferencia G3 versus G1 para el mismo punto de tiempo. p<0.05.

Figura 12. Distensibilidad del sistema respiratorio de los animales del grupo 1, 2'y 3 al basal y tiempos 0, 6, 12 y 24 horas

Estos resultados reflejan que este modelo de induccion de lesion pulmonar aguda no solo
altera el intercambio gaseoso y la mecanica respiratoria, sino que sugieren que existe aumento
de la permeabilidad vascular, edema y dafio pulmonar, evidenciado por los aumentos de la

concentracion de proteinas en LBA, tasa peso humedo/seco pulmonar y dafio pulmonar
histoldgico.
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Varios modelos animales de SDRA han sido desarrollados, pero ninguno de ellos es
capaz de reproducir completamente las caracteristicas del SDRA humano. Los modelos mas
validados son con lavados repetidos, &cido oleico y endotoxina. Sin embargo, varias
limitaciones son comunes a todos los modelos de SDRA (41, 42). Los modelos de lavados con
solucion salina, al inactivar el surfactante y promover atelectasias, induce hipoxemia rapida y
disminucion de la distensibilidad. Su principal limitacidn es que induce muy pocos cambios en
la permeabilidad o inflamacién pulmonar. No obstante, cuando es seguida por una ventilacion
que es capaz de generar dafio, el pulmaén patologico exhibe marcada inflamacion y lesion tisular
(41). En la presente propuesta se aplicé a los modelos de lavado salino una ventilacién con Vt
de 35-40 ml por kilo de peso corporal y bajo PEEP (0-5 cmH20). Ademas, modelos en animales
grandes tienen gran potencial traslacional clinico debido a la habilidad de medir el intercambio
gaseoso Y la hemodinamia sistémica y pulmonar. Para este proposito se utilizd un modelo de
cerdos, ya que han sido el animal preferido para evaluar los efectos de la VM sobre la funcién
pulmonar en el SDRA (43-49). A su vez, este modelo experimental animal es méas adecuado
para estudiar el impacto de la VM ultraprotectora, la cual requiere ir asociada al empleo de
técnicas de soporte vital extracorporeo. Realizar estas técnicas en animales méas pequefios es
tremendamente complejo y més caro por la necesidad de recurrir a equipos miniaturizados.
Adicionalmente, en los animales mas pequefios existen limitaciones para poder mantener un

monitoreo fisioldgico avanzado (50).

Niveles relativos de VEGF

En nuestro estudio no observamos diferencias en los niveles relativos de VEGF en
plasma y homogenizado de tejido pulmonar, evaluados mediante Western blot, en los grupos de
cerdos con LPA ventilados con una estrategia ventilatoria convencional y ultraprotectora mas
ELS, en comparacion al grupo control, mientras que en las muestras de LBA no obtuvimos sefial
de VEGF evaluado con esta técnica. La propuesta original incluia medir los niveles de VEGF
en las muestras ya sefialadas mediante la técnica de test ELISA, la que desarrollamos sin obtener
resultados, ademas de que los niveles medidos en un escaso numero de muestras se encontraban
en los limites bajos de deteccidn, siendo por ende poco confiables. Como este es un estudio
piloto en un modelo de cerdos con los objetivos ya sefialados, el cual como tal no esta descrito
ni protocolizado en la literatura, y considerando la costo efectividad para encontrar una sefial
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que justifique continuar la investigacion en esta area, es que se decidio utilizar otra técnica para
evaluar ahora los niveles relativos de VEGF en los distintos compartimentos.

Estudios clinicos observacionales en humanos han confirmado una elevacion de los
niveles plasmaticos de VEGF y una disminucion en los niveles en el fluido de recubrimiento
epitelial en estados tempranos de SDRA, con normalizacién de ambos durante la recuperacion
del dafio pulmonar (1). Varias teorias han sido propuestas en la literatura para explicar las
diferencias de niveles de VEGF en los distintos compartimentos, siendo la méas plausible la
teoria de la descompartamentalizacion producto de la disrupcion de la membrana alvéolo capilar,
que crearia un gradiente transepitelial de VEGF (1). El no encontrar diferencias en los niveles
de VEGF plasmaticos en comparacion al grupo control, en los grupos de animales ventilados
con una estrategia ventilatoria convencional y ultraprotectora mas ELS, descarta en este modelo
la teoria de liberacion de VEGF desde el compartimento intrapulmonar (51), a pesar de que
existié evidente dafio pulmonar histolégico en los grupos de cerdos con LPA. Por otra parte,
como fuente predominante, la lesion directa y pérdida de las células epiteliales tipo 2 puede
reducir la produccion de VEGF, ya que la reduccién de la celularidad debido a apoptosis ha sido
observada en SDRA (52, 53). Sin embargo, en nuestro modelo tampoco existio diferencias en
los niveles relativos de VEGF en el homogenizado de tejido pulmonar en los cerdos con LPA
ventilados con una estrategia convencional y ultraprotectora mas ELS, en comparacién al grupo
control.

Como no existen diferencias en los niveles relativos de VEGF en las muestras de plasma
y homogeneizado de tejido pulmonar en los distintos grupos, no es posible atribuir los cambios
evidenciados en la concentracion de proteinas en el LBA y tasa peso hiumedo/seco pulmonar a
VEGF en el presente modelo de lesion pulmonar aguda.

Una de las limitaciones del presente estudio esta relacionada probablemente a las
técnicas empleadas, ya que en las muestras de LBA no detectamos sefial de VEGF para ninguno
de los grupos, lo que consideramos podria en parte estar determinado por la dilucion de las
muestras obtenidas por técnica de miniBAL, una limitacion inherente a esta tltima (54). A través
de la técnica de miniBAL se obtienen muestras de lavado broncoalveolar por succiéon y
recuperacion de la solucion salina (0,5 ml/kg de peso) infundida a través del tubo orotraqueal,
la cual se realiza de manera ciega, sin vision broncoscopica. Por lo tanto, no es posible asegurar

el sitio de obtencién de la muestra ni cuanto es efectivamente, del volumen total recuperado,

40



fluido de recubrimiento epitelial alveolar. Ello es corroborado por el elevado factor de dilucién
de nuestras muestras, obtenido por la tasa de urea plasmatica/urea LBA (Factor de dilucién: 5-
6). Apoya ademas nuestra teoria que al realizar un Dot blot de una muestra de plasma del tiempo
0 de un cerdo del grupo 3 (LPA + VM ultraprotectora + ELS) y sus respectivas diluciones (x10,
x100, x1000), se observé una disminucion progresiva de la sefial (Dot blot) a medida que se
diluia la muestra, hasta desaparecer cuando ésta era x1000 (Figura 13).
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Figura 13. Dot blot de una muestra de plasma al tiempo 0 de un animal del grupo 3y sus diluciones x10, x100 y x1000. UA: unidades

arbitrarias

Otra posible explicacion para dichos resultados puede ser la degradacion de VEGF por
proteasas y células inflamatorias en el espacio alveolar (55, 56), ya que nuestras muestras no se
almacenaron con aditivos preservantes. Apoya este hecho el no haber detectado sefial en las
muestras de LBA al realizar el Western blot, sefial que si estaba presente al realizar un Dot blot
(Figura 14). Como en el Western blot la resolucion de las proteinas en el gel de poliacrilamida
fue por peso molecular, la degradacion de VEGF puede haber dado lugar a la resolucién en el
gel en sitios distintos al esperado para visualizar VEGF (pesos moleculares mas bajos). En
cambio, al realizar un Dot blot, la aplicacion directa de las muestras sobre una membrana de
nitrocelulosa permite visualizar la sefial esperada para VEGF, ya que aunque se encuentre
degradada la proteina los fragmentos estaran en un punto Unico, y por ende es posible obtener

la sefial suficiente para ser visualizada por quimioluminiscencia.
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Figura 14. Dot blot de muestras de LBA al tiempo 0, 3y 24 horas de cerdos del grupo 1 (linea superior), 2 (linea media) y 3 (linea
inferior)

Sin embargo, no podemos descartar como limitacion la sensibilidad de la técnica de
Western blot para detectar sefial de VEGF en este modelo, a pesar de que ha sido utilizada en

otros estudios con muestras de LBA (39).

Rol de VEGF en el desarrollo de edema y permeabilidad vascular

Algunos autores han sefialado que VEGF puede ejercer un rol en el desarrollo de edema
y aumento de la permeabilidad vascular pulmonar, por ej. Kohei Ashina et al. determind que
VEGF produce hiperpermeabilidad vascular acompafada por un aumento del flujo sanguineo y
disrupcion de la formacién de barrera endotelial in vivo, lo que favorece la formacion de edema
y aumento de la permeabilidad vascular, y que el inhibir la sintesis de éxido nitrico (molécula
rio abajo en la sefalizacion de VEGF) abolia el aumento en el flujo sanguineo e
hiperpermeabilidad vascular inducida por VEGF, sin afectar la integridad de la barrera
endotelial (32). La dilatacion de los vasos conduce a un aumento local en el flujo sanguineo, y
estos autores mostraron a traves de imagenes intravital, que la estimulacion con VEGF dilata
rapidamente arterias de la piel en orejas de ratdn (32). Concluyen que un aumento del flujo
sanguineo conduce a hiperpermeabilidad a través de alteraciones de la presion hidrostatica, lo
que ademas estaria asociado a fosforilacion de VE-cadherina alterando la barrera endotelial, lo
gue conduce a la fuga de componentes plasmaticos hacia el extravascular (57).

Aunque es dificil de disociar claramente las contribuciones del flujo sanguineo y la

integridad de la barrera endotelial in vivo, estas observaciones ponen de relieve el papel del
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cambio del flujo sanguineo en la modulacion de la permeabilidad vascular. De acuerdo con estas
observaciones, varios grupos han informado de una relajacion vascular inducida por VEGF.
Mientras Ku et al. originalmente sefial6 que VEGF induce relajacion vascular, éxido nitrico
(ON) dependiente, de las arterias coronarias caninas aisladas (58), otros investigadores también
han corroborado estos hallazgos (en la aorta de ratas y arteria mamaria interna de humanos) (59-
61). En resumen, Estos resultados indican que VEGF aumenta el flujo sanguineo local de las
arterias, a través de la relajacion vascular probablemente dependiente de ON.

Por otra parte, Li-Fu Li et al. demostraron en un modelo experimental murino, que la
ventilacién mecanica con Vt de 30 ml/kg de peso, induce un aumento de la permeabilidad
vascular pulmonar, influjo de neutrofilos, expresion de ARNm y proteinas VEGF en el tejido
pulmonar y apoptosis de la célula epitelial, sin elevacion significativa de los niveles de VEGF
en el lavado broncoalveolar, siendo quizas lo mas relevante de resaltar de este estudio que estos
cambios fueron atenuados con la inhibicion farmacologica de VEGF y que la ventilacién con
alto Vt induce cambios en su expresion (39).

La funcidn de barrera endotelial es también un importante regulador de la permeabilidad
vascular. Algunos estudios han demostrado que VEGF interrumpe la barrera endotelial in vivo
e in vitro. Esser et al. demostré que VEGF interrumpe la barrera endotelial mediante la
fosforilacion de VE-cadherina, en células endoteliales de la vena umbilical de humanos (62),
mientras que Chen et al. mostré que la fosforilacion de B-catenina inducida por VEGF, disocia
el complejo VE-cadherina/B-catenina, dando como resultado alteracion de la barrera endotelial
en ratones (63). Por lo tanto, la alteracién de la barrera endotelial es presumiblemente un factor
crucial en la hiperpermeabilidad vascular inducida por VEGF.

El 6xido nitrico es también un conocido regulador de la integridad de la barrera
endotelial. La fosforilacion de VE-cadherina inducida por ON, interrumpe la barrera
microvascular en células endoteliales déermicas humanas (64), y la S-nitrosilacion de B-catenina
inducida por ON, tiene un efecto similar en células endoteliales adrticas bovinas (65). Kohei
Ashina et al. demostro que VEGF aumenta la fosforilacion de eNOS en el residuo Ser1177 en
las orejas de raton, lo que indica la produccién de ON (32). En resumen y dado lo sefialado en
la literatura, VEGF aumenta la permeabilidad vascular aumentando el flujo sanguineo e

interrumpiendo la barrera endotelial in vivo.
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Sin embargo, en nuestro estudio si bien existié un aumento de la tasa peso humedo/seco
y aumento de la concentracion de proteinas en LBA, lo que sugiere edema y aumento de la
permeabilidad vascular pulmonar en el grupo de cerdos con LPA ventilados con una estrategia
ventilatoria mecanica convencional, no le podemaos atribuir un rol a VEGF en dichos fendmenos,
ya que no se observaron diferencias en los niveles relativos de VEGF en comparacion al grupo
control, y no existio correlacion entre los niveles relativos de VEGF y la tasa peso himedo/seco
del pulmon, asi como con la concentracion de proteinas en LBA. Si bien podrian existir otros
procesos moleculares no evaluados en el presente estudio que expliquen dichos cambios, una
teoria interesante para el aumento de la permeabilidad vascular y desarrollo de edema
probablemente sea el aumento de la presién hidrostatica a nivel del capilar pulmonar, explicada
por la ley de Frank Starling. La ley de Frank Starling permite predecir la presion de filtracion
neta para un determinado liquido en los capilares, y depende del coeficiente de filtracion, que
expresa la permeabilidad de la pared capilar para los liquidos, la presion hidrostatica capilar,
presion hidrostatica intersticial, y el coeficiente de reflexion. Ello tiene un importante nimero
de implicaciones fisioldgicas, especialmente cuando los procesos patologicos alteran de forma
considerable una 0 méas de estas variables, determinando el flujo de agua desde o hacia los
capilares (66).
Ademaés, las extensas areas con cortocircuito intrapulmonar y disminucion de la relacion
ventilacion/perfusion, caracteristicas del SDRA, no solo determinan una disminucién de la
distensibilidad pulmonar, sino también una caida de la oxigenacion producto de una alteracién
severa del intercambio gaseoso, y la presencia de vasoconstriccion hipdxica que aumenta la
resistencia vascular pulmonar y por ende la presion hidrostatica a nivel capilar (14). Esto dltimo
fue observado en nuestro estudio reflejado por un aumento de la presion media de arteria
pulmonar, evaluada a través de un catéter de Swan Ganz (Figura 15), principalmente las

primeras horas desde la induccion de la LPA.
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Presion media arteria pulmonar

60
~®— G1:VM Vt10 ml/kg sin LPA (n:6)

==l G2:LPA +VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)

404 oW G3:LPA+ VM Vt2mlikg + ELS (n:6)

mmHg

204
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2 % % % %
,b% ‘Q‘ ‘Q‘ \(\\ K\\
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* Diferencia G2 versus G1 para elmismo punto de tiempo. p<0.05.
# Diferencia G3 versus G1 para el mismo punto de tiempo. p<0.05.

Figura 15. Presién media de arteria pulmonar de los animales del grupo 1, 2 'y 3 al basal y tiempos 0, 6, 12 y 24 horas

Por otra parte, si bien este modelo de induccion de LPA produce aumento de la tasa peso
himedo/seco, concentracion de proteinas en LBA y evidente dafio pulmonar histolégico, no es
posible asegurar que sea el modelo méas idoneo para evaluar variaciones en los niveles de VEGF
dependiendo de la estrategia ventilatoria utilizada. Si bien existen datos que sugieren a VEGF
como inductor del aumento de la permeabilidad vascular pulmonar en diferentes modelos
animales de LPA, ninguno de ellos reproduce totalmente las caracteristicas del SDRA humano.

Otro aspecto no evaluado en el presente estudio es el vinculo entre inflamaciéon y VEGF,
ya que se ha reportado un aumento en la expresion de ARNm de VEGF en respuesta al estimulo
con interleuquina 1 (IL-1), IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y factor de
crecimiento transformante B (TGF-) (67). En esta linea, puede que el modelo de induccién de
LPA no desencadenara una respuesta inflamatoria suficientemente intensa para inducir cambios
en los niveles relativos de VEGF, y que las variaciones que se esperarian encontrar en un modelo
de estas caracteristicas obedezcan a un estimulo inflamatorio més que mecénico como la teoria

propuesta de descompartamentalizacion.
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8. CONCLUSION

En un modelo de cerdos con LPA inducida por lavados con solucién salina repetidos mas
2 horas de ventilacion mecanica con alto Vt, seguidos del empleo de una estrategia ventilatoria
convencional y ultraprotectora méds ELS, existe un aumento de la permeabilidad vascular,
desarrollo de edema y dafio pulmonar. Sin embargo, no existen diferencias en los niveles
plasmaticos relativos de VEGF en los tiempos 0, 3 y 24 horas post induccion de LPA y en el
homogenizado de tejido pulmonar, evaluados con la técnica de Western blot, en comparacion
con cerdos sin induccion de lesion pulmonar aguda ventilados con una estrategia convencional.

Ademas, no existe una asociacion entre el aumento de la permeabilidad vascular, desarrollo
de edema y dafio pulmonar en el grupo de cerdos con LPA ventilados con una estrategia
convencional mas ELS, y los niveles plasmaticos relativos de VEGF en los tiempos 0, 3 y 24
horas post induccion de la lesién pulmonar y en el homogeneizado de tejido pulmonar. Por ello,
no es posible atribuir los cambios en la concentracién de proteinas en el LBA y tasa peso
himedo/seco pulmonar a variaciones en los niveles de VEGF en relacion a la estrategia
ventilatoria empleada.

En resumen, la estrategia ventilatoria empleada no altera los niveles relativos de VEGF
en plasma y tejido pulmonar, en un modelo de cerdos con lesion pulmonar aguda inducida por
lavados con solucidn salina repetidos y ventilacion mecanica con alto volumen corriente.
Ademas, los cambios observados en la permeabilidad vascular, dafio y edema pulmonar no
tienen una asociacion con los niveles relativos de VEGF en el plasma y tejido pulmonar.

Sin embargo, existe un ndmero importante de limitaciones técnicas que deben ser
consideradas al momento de interpretar estos resultados, y que hacen necesario continuar
investigando y desarrollando la metodologia de trabajo para documentar resultados confiables,
y que permitan un constructo tedrico en relacion a VEGF en este modelo de lesion pulmonar

aguda.
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9. ANEXOS
9.1 Esquema del disefio de estudio

Cerdos de 31 +4,2 kg
fueron asignados a:

| |
Grupo 1: Grupo 2: Grupo 3:
Control: sin induccién de lesion Induccion de lesion pulmonar Induccion de lesion pulmonar

aguda (SDRA), seguido de 24

pulmonar aguda, seguido de 24 aguda (SDRA), seguido de 24 h d tilacic o
horas de ventilacién mecanica horas de ventilacion mecanica I(:ras etvetn : aﬁ'gl]_?;can_'ga
convencional * (n=6) convencional + ELS * (n=6) ultraprotectora (n=6).

Figura 16. * VM convencional: ventilacién volumen control (VCV), Vt 10 mi/kg de peso corporal, PEEP=5 cmH20,
FR=20/min (ajustada a PaCO2 50 + 5 mmHg), I:E= 1:2; # VM ultraprotectora, ventilacion presion control (PCV)
para lograr un Vt < 2 ml/kg de peso corporal, FR=5/min, PEEP 10 cmH20, relacién I:E=1:1.

9.2 Control de carga Western blot

GADPH plasma T0O (WB)

2.0
1.54 .
G1:VM Vt10 ml/kg sin LPA (n:4)
G2:LPA + VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)
; 1.0 G3:LPA + VM Vt2 mllkg + ELS (n:4)
o —
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|
|
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* Diferencias respecto al G1. p<0.05

Figura 17A. Western blot de GADPH plasmatico al tiempo 0 (T0) para los grupos 1, 2 y 3. Los niveles de GADPH para los grupos 2 y
3 estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS). UA:
unidades arbitrarias
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GADPH plasma T3 (WB)

2.0
1.5
G1:VM Vt10 mli/kg sin LPA (n:4)
< 1.0- G2:LPA + VM Vt10 mi/kg + ELS (n:4)
G3:LPA + VM Vt2 mlikg + ELS (n:4)
—_1
0.5+ et
0.0 T T
I o I

Figura 17B. Western blot de GADPH plasmatico al tiempo 3 (T3) para los grupos 1, 2 y 3. Los niveles de GADPH para los grupos 2 y
3 estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS). UA:
unidades arbitrarias

GADPH plasma T24 (WB)

1.54 G1:VM Vt10 ml/kg sin LPA (n:4)
G2:LPA + VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)

1.0 —|— G3:LPA + VM Vt2 ml/kg + ELS (n:4)
7 %

0.0 T T

o o >

UA

Figura 17C. Western blot de GADPH plasmatico al tiempo 24 (T24) para los grupos 1, 2 y 3. Los niveles de GADPH para los grupos 2
y 3 estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos estan en medias + Desviacion estandar (DS).
UA: unidades arbitrarias

GADPH I6bulo cardiaco
no dependiente (WB)

2.0
G1:VM Vt10 ml/kg sin LPA (n:4)
1.54
G2:LPA + VM Vt10 ml/kg + ELS (n:4)
G3:LPA + VM Vt2 ml/kg + ELS (n:4)
< .
S 1.0 T o
0.5
0.0 r T
>
o " o

Figura 18. Western blot de GADPH en el homogeneizado de tejido pulmonar del I6bulo cardiaco no dependiente para los grupos 1, 2
y 3. Los niveles de GADPH para los grupos 2 y 3 estan expresados segun la variacion relativa en comparacion al grupo 1. Los datos

estan en medias + Desviacion estandar (DS). UA: unidades arbitrarias
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9.3 Contribuciones al estudio

Como alumno del Programa de Magister en Fisiopatologia mis contribuciones al presente

estudio fueron:

Asistencia durante la intubacion del animal y programacion del ventilador mecéanico.
Registro de parametros fisiol6gicos y mecanica respiratoria.

Parte del equipo de induccion de la lesion pulmonar aguda por lavados repetidos con
solucion salina.

Programacion del ventilador mecanico para la induccion de la lesién pulmonar aguda.
Obtencién de muestras de LBA por técnica de miniBAL.

Centrifugacion, separacion y almacenamiento de las muestras de plasmay LBA.
Asistencia durante la eutanasia del animal y obtencion de muestras de tejido.
Determinacion de VEGF con las técnicas de test ELISA, Western blot y Dot blot.
Determinacion de la concentracion total de proteinas en LBA.

Determinacion de la tasa peso humedo/seco pulmonar.

Analisis estadistico y construccion de gréaficos.

Escritura del presente informe de Tesis.
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