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Efecto dela hipoxia alveolar moderada sobrelatasa de

formacion de edemay €l transporte de proteinasen un

modelo de l6bulo pulmonar canino de edema pulmonar
hidrostatico, usando métodos de espectr ofotometria

Andrés Palomar,! Rosamelia Fernandez,® Arturo Gomez,* Nora G. Krill,* Rafael Harari,! Nancy
Gertrudiz,* Maria Luisa Martinez Guerra, Julio Sandoval,* Luis Oppenheimer?

RESUMEN. Efecto de un nivel moderado de hipoxia alveolar superpuesta sobre la tasa de formaciéon de edema y el transporte de
proteinas en un modelo lobar canino de edema pulmonar hidrostético, usando el método de espectrofotometria. Varios mecanismos
se han implicado en la génesis del edema pulmonar relacionado con la hipoxia alveolar. En este modelo experimental, estudiamos
la formacién del edema pulmonar en diferentes fracciones inspiratorias de oxigeno. En 12 I6bulos caninos inferiores izquierdos
aislados, perfundidos con sangre y distendidos estaticamente, medimos continuamente la tasa de intercambio de fluido transvascular
(Qf) a dos niveles de la fraccion inspiratoria de oxigeno (FIO,) y a la misma fraccion inspiratoria de CO,, Qf se determiné en forma
continua a partir de los cambios en la transmisién de luz (815 nm) proporcional a los cambios en el hematdcrito. Los incrementos de
Qf se lograron por cambios en la presién hidrostatica (presion capilar 25.2 £ 0.74 cm de H,0). Las mediciones de Qf fueron
realizadas durante dos condiciones en todos los I6bulos. Normoxia = FIO, 21% e hipoxia = FIO, 5%. Siete I6bulos comenzaron con
normoxia y cinco con hipoxia. Ambas condiciones duraron 30 minutos. Resultados: El PaO, fue significativamente diferente entre
hipoxia (48.28 + 7.8 mmHg) y normoxia (123 + 24.1 mmHg). El Qf durante la hormoxia fue de 0.469 + 0.33 'y 0.358 + 0.23 mL/min/100
g durante la hipoxia, P = NS. Qf, evaluado mediante un registro continuo de peso, tampoco fue diferente en ambas condiciones. En
un segundo grupo de experimentos utilizando el mismo protocolo, en ocho experimentos calculamos los coeficientes de reflexion de
la membrana a las proteinas (o), empleando proteinas de plasma coloreadas con azul de Evans y calculando la concentracién
plasmatica por medio de la espectrofotometria a 610 nm. El ¢ durante la normoxia fue de 0.66 + 0.17 y 0.63 + 0.21 en la hipoxia, P
= NS. Conclusién: En este modelo de edema pulmonar, la hipoxia alveolar no produce ningiin cambio significativo en Qf y o.
Palabras clave: Hipoxia alveolar, espectrofotometria.

ABSTRACT. Effect of moderate level of superimposed alveolar hypoxia on the rate of edema formation and proteins transport in a canine
lobal lobe model of hydrostatic pulmonary edema, using the spectrophotometric method. Several mechanisms have been implicated in the
genesis of pulmonary edema related to alveolar hypoxia. In this experimental model, we studied the pulmonary edema formation at different
oxygen inspiratory fractions. In 12 isolated blood perfused and statically inflated canine left lower lobes, we measured continuously the rate
of transvascular fluid exchange (Qf) at two levels of inspiratory oxygen fraction (FIO,) and the same inspiratory CO, fraction, Qf was
continuously determined from changes in light transmission (815 nm) proportional to changes in hematocrit. We increased Qf by changes
in hydrostatic pressure (capillary pressure 25.2 + 0.74 cm H,0). The Qf measurements were performed during two conditions in all lobes.
Normoxia = FIO, 21% and hypoxia = FIO, 5%. Seven lobes started with normoxia and 5 with hypoxia. Both conditions lasted 30 minutes.
Results: The PaO, was significantly different between hypoxia (48.28 + 7.8 mmHg) and normoxia (123 + 24.1 mmHg). The Qf during
normoxia was 0.469 + 0.33 and 0.358 + 0.23 mL/min/100 g during hypoxia, P = NS. Qf as assessed by continuous weight recording was also
not different in both conditions. In a second group of experiments using the same protocol, in eight separate experiments we calculated the
reflection coefficients of the membrane (o), using dyed plasma proteins with Evans blue and calculating the plasma concentration with
spectrophotometry at 610 nm. The ¢ during normoxia was 0.66 + 0.17 and 0.63 + 0.21 in hypoxia P = NS. Conclusion: In this model of
pulmonary edema, moderate alveolar hypoxia does not produce any significant change in Qf and o.

Key words: Alveolar hypoxia, spectrophotometric method.
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Es bien sabido que el intercambio de fluidos a través de
la membrana endotelial esta dado por la ecuacion de
Starling Jv = Kf (Pmv-Ppmv)-o (zmv-zpmv).12 También

Egtetrabajo deinvestigacion serediz6 graciasa apoyo otorgado por CONACYT,
proyecto nimero 3790-M.
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se sabe que las fuerzas y los mecanismos implicados
en la génesis del edema son mucho mas complejos, in-
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cluyendo el papel del drenaje linfatico y otros mecanis-
mos de proteccidn, y también la interaccion con otros
factores vasoactivos concomitantes que se encuentran
presentes durante la formacion del edema.®®

La hipoxia alveolar por debajo de 70 mmHg es un esti-
mulo poderoso para alterar el tono vascular, produciendo
vasoconstriccion y, por lo tanto, es capaz de modificar estas
fuerzas hidrostaticas. De hecho, el factor hidrostéatico de-
bido a la vasoconstriccion hipdxica se ha implicado como
uno de los mayores factores patogénicos en el edema
pulmonar de las alturas.® El papel aislado de la hipoxia
alveolar en la formacion del edema, sin embargo, no se
ha llegado a comprender completamente. En tanto que la
mayoria de los estudios han demostrado una significativa
influencia de la hipoxia alveolar en la formacion del ede-
ma,1®810 otros estudios han mostrado poco o ningun
cambio en la magnitud del edema pulmonar, o bien un
decremento en la tasa de formacion del edema en pre-
sencia de vasoconstriccion hipéxica debida a un area de
superficie vascular disminuida. En el presente estudio, in-
vestigamos si grados moderados de hipoxia alveolar, ta-
les como los observados en el establecimiento clinico del
edema pulmonar hidrostatico, pueden influir en un mode-
lo de edema pulmonar hidrostéatico en un lébulo canino
aislado.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los animales y establecimiento de los
circuitos. Se anestesiaron con pentobarbital sédico (30
mg/kg iv) perros mestizos de sexo indistinto y con un peso
de entre 20-30 kg, se intubaron y ventilaron a través de un
tubo endotraqueal con un ventilador de volumen (C.F.
Palmer London), a un volumen corriente de 10 a 15 mL/
kg y a 12 inspiraciones/min. Se coloc6 un catéter en la
vena femoral para infundir fluidos y drogas, y otra canula
en la arteria femoral, a partir de la cual se sangré poste-
riormente al animal. Se practico una toracotomia lateral
izquierda a través del quinto espacio intercostal izquier-
do, y una vez que se ingreso en la cavidad toréacica, se
agregaron 2 cm de H,O de presion espiratoria final a la
linea espiratoria, se aisl6 el I6bulo inferior izquierdo junto
con la arteria lobular; antes de que los vasos fueran
canulados se heparinizé a los animales (500 Ul/kg). La
arteria lobar se canaliz6 luego con una canula silastica de
0.5 cm de diametro, que posee un catéter de polietileno
de 0.2 cm colocado de forma lateral para registrar la pre-
sion de afluencia de la arteria pulmonar (Pa), que permi-
ti6 el llenado de forma inversa a partir de los vasos, con
cuidado de no permitir la introduccion de burbujas de aire.
Luego se abrié el pericardio, se introdujo una canula com-
bada con las mismas caracteristicas que la previa, a tra-
vés del apéndice atrial izquierdo. Luego, los animales fue-
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ron desangrados a través del catéter de la arteria femoral,
y la sangre obtenida se utilizé para la separacion del plas-
may la perfusion del I6bulo; posteriormente, se aplicé una
inyeccion de cloruro de potasio para ocasionar el paro
cardiaco. Se introdujo la canula en la vena pulmonar infe-
rior para recolectar el retorno venoso y registrar la presion
venosa (Pv), el bronquio principal del l6bulo inferior iz-
quierdo se canul6 con un conector recto. Luego, el I6bulo
canulado se extirpd de la cavidad toracica, se secciond
cuidadosamente el exceso de tejido y se colocé el I6bulo
en una malla. En proximidad, tres almohadillas espumo-
sas circulares, de 3 cm de didmetro, cada una con una
cuerda a través del centro se aseguraron a la superficie
del I6bulo con un adhesivo de cianoacrilato. Luego se
amarraron las cuerdas de forma conjunta con el hilio en
posicién colgante, y el I6bulo se suspendié de un
transductor de fuerza para realizar mediciones de peso.

El circuito de perfusion se establece del siguiente
modo (Figura 1), desde un depdésito, la sangre se impele
hacia la canula arterial usando una bomba de infusién
continua a 150 mL/min, pasando previamente a través
de un sistema de calentamiento que consiste de un bafio
térmico de 40° C, manteniendo la temperatura de la san-
gre cercana a los 37° C. Después de lograr la perfusion
del I6bulo, la sangre regresa al depésito a través de la
canula venosa. En el depésito, se evité la sedimenta-
cion de los gldbulos rojos mediante un mezclador gra-
duado. Se interponen en el circuito dos detectores es-
pectrofotométricos antes de que éste llegue al l6bulo.
Se registraron continuamente la Pa y la Pv en un osci-
loscopio fotogréfico a través de catéteres llenos de solu-
cién salina; las canulas se conectaron en su extremo
distal a transductores de Statham de presion diferencial
para obtener la presion de entrada (Pe) y la presion de
salida (Ps). La presion capilar (Pc) se calcula mediante
la férmula de Gaar, de la manera siguiente: Pc = Ps +[0.4
(Pe - Ps)].* Las sefiales de presion se calibraron de tal
modo que 10 cm de agua correspondiesen a 1 voltio,
estas sefiales se almacenan en una computadora per-
sonal que calcula y grafica continuamente los resulta-
dos en pantalla. El I6bulo es distendido estaticamente
con una presion de entre 4y 5 cm de agua y se lo man-
tiene dentro de una camara de plastico transparente en
un ambiente caliente y hUmedo para evitar cambios en
el hematdcrito resultantes de la evaporacion. En este
protocolo, la Pa (Presion alveolar) fue siempre menor
gue 5 cm de agua, trabajando en la Zona West IIl. El
depdsito venoso se coloco inicialmente por encima del
hilo lobular, para conseguir una presién capilar cercana
alos 8 cm de H,0 y se mantuvo un flujo sanguineo con-
tinuo de 150 mL/min.

Protocolo. En el presente estudio, se realizaron dos
grupos separados de experimentos. En el primer grupo

NEUMOLOGIA Y CIRUGIA DE TORAX, Vol. 62, No. 1, 2003



(n=12), estudiamos la tasa de formacion del edema, eva-
luada mediante un método espectrofotométrico, bajo con-
diciones normdxicas e hipdxicas. En el segundo grupo de
experimentos (n = 8), el coeficiente de reflexion de la
membrana con respecto a las proteinas se calculé utili-
zando analisis espectrofotométricos de una serie de mues-
tras de proteinas de suero coloreadas y hematdcritos.

En los dos grupos de experimentos se siguié un pro-
tocolo similar. Después de asegurar la estabilidad de la
preparacion y luego de calibrar las sefiales, produjimos
un edema pulmonar hidrostéatico. Para iniciar la forma-
cion del edema, se incrementd la presion capilar a tra-
vés de la elevacion del depésito de sangre hasta conse-
guir una presion capilar de 25 cm de H,O. Luego se mi-
di6 la tasa de formacion en todos los I6bulos bajo dos
condiciones diferentes: normoxia (FIO, 21%, CO, 5%),
e hipoxia (FIO, 5%, CO,, 5% ambos balanceados con
nitrégeno), que se aplicaron al azar. En el primer grupo
de experimentos, siete de ellos comenzaron con un pe-
riodo de normoxia y cinco con hipoxia. Durante la cali-
bracién, en condicién basal y al final de cada periodo de
filtracion, se determinaron el pH sanguineo, PaO,, PaCO,
y un micro-hematécrito.

Medicién espectrofotométrica de latasa de forma-
cion del edema. Para el primer grupo de experimentos,
un espectrofotdmetro en linea, interpuesto al sistema (lo-
bar) de perfusion, se utilizé para determinar la tasa de
filtracion transvascular (Figura 1). Oppenheimer y cola-
boradores han demostrado que los cambios en la absor-
cion de luz en una columna de sangre son proporcionales
a los cambios en el hematdcrito;*** en este modelo, los
cambios en el hematdcrito reflejan la produccion o reab-
sorcion del edema. Un fotodetector mide continuamente
la transmision de luz de un rayo laser de una longitud de
onda de 815 nm. La luz de 815 nm esta cerca del punto
isobéstico; sin embargo, se producen pequefios cambios
cuando la hemoglobina se desatura de O,. Para corregir
estos cambios, se utilizd una segunda luz de 670 nm, la
cual es muy sensible a los cambios en la saturacion y se
mueve en direccion opuesta a la luz de 815 nm.

Calibracion de las sefiales luminicas para el cal-
culo del edema pulmonar. La figura 2 muestra una ca-
libracion tipica tal como la que se realiz6 en los experi-
mentos; la gréfica indica el factor tiempo, en segundos,
y el logaritmo del voltaje de las sefales originales (ab-
sorbancia) para 670 nm y 815 nm. La calibracién co-
menzo con el I6bulo en condicidn isogravimétrica y con
FIO,de 21%y CO,al 5%, luego se procedié a la infusion
de tres bolos de 5 mL cada uno de plasma autélogo,
agregado consecutivamente al deposito del circuito, pro-
duciendo una dilucion de glébulos rojos (algo que igua-
laria la reabsorcion del edema pulmonar); seguidamen-
te se cambia la fraccion de O, inspiratoria al 5%, produ-
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ciendo la desaturacion de la hemoglobina y finalmente
se regresa al FIO, de 21%. En estas cinco etapas, ade-
mas de registrar el logaritmo del voltaje de ambas longi-
tudes de onda de luz, se tomaron muestras de sangre
para gasometria y un micro-hematdcrito. Se realizé una
correlacién simple entre los cambios de volumen agre-
gado en las cinco etapas contra los cambios en el loga-
ritmo del voltaje, se obtuvo una sefial para medir el ede-
ma en mililitros, la cual es independiente de los cambios
de saturacion. Se efectud una segunda correlacién mal-
tiple entre la PaO, y las mismas sefales luminicas, obte-
niendo con éxito una sefial corregida de 670 nm, que
mide PaO, de forma continua, y que es independiente
de los cambios en el hematdcrito. Se puede ver un ejem-
plo en el cuadro 1.

Se obtuvo el Qf de la pendiente del edema contra la
variable del tiempo, consiguiendo esta medida con el
método de espectrofotometria, al igual que con el peso
lobar. La medicion del peso también se cuantifico de un
modo simultaneo y continuo. Para la cuantificacién gra-
vimétrica se utilizé un transductor de fuerza, y su sefial
se amplificé y filtrd, de modo que el sistema registrase
cambios de peso del orden de los 100 mg (modelo FT03
tipo Grass). La tasa de formacién del edema se midio en
los ultimos quince minutos de cada periodo de filtracion,
minimizando los incrementos en peso subsecuentes a
los cambios vasculares. Al final del experimento y des-
pués de extraer las canulas, se registro el peso lobar
hdamedo en una balanza electrénica (modelo Metler PE-
3600). Posteriormente, se secaron los l6bulos, inflando-
los con aire para obtener el peso seco, logrando un indi-
ce confiable de la produccién del edema.

Transporte de proteinas. Este aspecto se analizé
en el segundo grupo de experimentos (n = 8), en el cual
los l6bulos siguieron el mismo protocolo experimental
gue se describio anteriormente. Durante la preparacion
del animal, después de la administracion de heparina,
se extrajeron 100 mL de sangre para obtener plasma
claro sin colorear, que se us6 mas tarde durante la cali-
bracion. Se infundieron lentamente a través de la vena
femoral 10 mg/kg de azul de Evans en 20 mL de solu-
cion salina para tefiir a las proteinas. Estando el I6bulo
en condiciones isogravimétricas con FIO, al 21%y CO,
al 5%, subsiguientemente se agregaron 3 bolos de 5 mL
de plasma claro al depdsito, y se obtuvieron muestras
de sangre para el micro-hematdécrito, gasometria y me-
diciones espectrofotométricas de proteinas plasmaticas.
Se tomaron nuevas muestras antes de incrementar la
presion capilar, al final del periodo de filtracién, durante
la normoxia y la hipoxia.

Medicion espectrofotométrica de las proteinas
plasmaticas. Las muestras de sangre tomadas del de-
posito se centrifugaron durante cinco minutos para ob-
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Figura 2. Método de calibracion. La figura muestra el factor r=0.989

tiempo, en segundos, y el logaritmo de la sefial original
(absorbencia) a 670 nm y 815 nm de sefiales luminicas, du-
rante 5 etapas de calibracion, la progresiva dilucion de glébu-
los rojos con tres bolos de plasma y durante los cambios en la
fraccion inspiratoria de oxigeno. Los cambios del logaritmo
del voltaje se aprecian obviamente (equivalentes a la
reabsorcion del edema) después de agregar una pequefia
cantidad de plasma.

tener plasma, se agregaron 250 microlitros de solucion
Trabakin a 0.5 mL de plasma; esta solucidn reacciona
con la hemoglobina libre y la convierte en carboxihemo-
globina. Luego, se agregaron 250 MCL de solucién sali-
na, se midio la absorbancia de luz a 610 nm usando un
espectrofotémetro (tipo Beckman DU-65), esta longitud
de onda corresponde a la absorbancia mas alta del azul
de Evans; también se midio la absorbancia de las mues-
tras de plasma a 410 nm de longitud de onda, para co-
rregir los cambios de absorbancia debido a la hemdlisis,
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los que se corresponden con el pico maximo de absor-
bancia para la carboxihemoglobina.

La concentracion relativa de proteinas se obtiene por
medio de la absorbancia luminica a 610 nm; la masa de
proteina total resulta de multiplicar la concentracion pro-
teica y el volumen de plasma del circuito. La figura 3
muestra la calibracion de un experimento tipico, esta
grafica se obtiene a partir de la recoleccion de datos a
través de la medicidn de las proteinas en el espectrofo-
tdmetro a 610 nm, y su concentracion relativa después
de agregar al circuito tres bolos de plasma coloreado.
La pendiente entre la absorbancia de luz y concentra-
cion relativa de proteinas en todos los experimentos
durante la dilucién de plasma autélogo muestra un valor
medio de r = 0.9863 + 0.019. Los altos valores de rnos
permiten usar el método del espectrofotdmetro para
cuantificar la concentracion de proteina plasmatica.

NEUMOLOGIA Y CIRUGIA DE TORAX, Vol. 62, No. 1, 2003



Céalculo del coeficiente de reflexion. El coeficiente
de reflexiéon se calcula con los resultados obtenidos
mediante la formula propuesta por White y colaborado-
res.

Cp
In
Cp,
o =
1
H -1
In
1
H-1

Donde Cp, es la concentracion inicial de proteinay H_
es el hematdcrito inicial, Cp y H representan valores sub-
siguientes de proteina y hematdcrito.

RESULTADOS

La figura 4 muestra un experimento tipico del primer gru-
po, el periodo de calibracion y la formacion del edema
cuantificada en mililitros. El peso lobar se incrementa
como consecuencia de la distension vascular y la for-
macion del edema, y se expresa en gramos. Los perio-
dos de normoxia e hipoxia se pueden apreciar perfecta-
mente en la linea de presion parcial de oxigeno. PaO,
decrece por debajo de los 50 mm de Hg en todos los
experimentos durante el periodo de hipoxia. La presiéon
capilar calculada se expresa en la linea continua, la cual
se mantuvo en valores similares en los dos periodos de
filtracion, y fue cercana a los 25 cm de H,0.

La figura 5 muestra los resultados de los coeficientes
de filtracidn obtenidos por laser, y el peso continuo en
los periodos de normoxia e hipoxia. Método laser, nor-
moxia (21% de FIO,), la media de Qf y la desviacion
estandar corregida por tamafio lobar fue de 0.469 + 0.33/
mL/100 min/g de tejido pulmonar; durante la hipoxia (5%
FIO,), Qf fue de 0.358 + 0.23 mL/min/100 g de tejido
pulmonar, P = 0.086. La cuantificacion del edema por
peso lobar durante el periodo de normoxia fue de 0.36
+ 0.30 g/min/100 g de tejido pulmonar, y durante el pe-
riodo de hipoxia fue de 0.302 + 0.15 g/min/100 g de
tejido pulmonar, P = 0.1011. durante la hipoxia, con
ambos métodos se encontrd una tendencia al decre-
mento de la filtracién; sin embargo, no alcanz6 una di-
ferencia significativa.

Los pesos lobares totales al final del experimento (des-
pués de ambos periodos de filtracion) (Figura 6) se com-
paran con los Iébulos control (sin la induccién de edema
publicada por nosotros?’). Los pesos lobares se dividie-
ron por el peso animal (PA) para corregir diferencia de
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tamafios lobares. Hubo un significativo incremento del
edema pulmonar, expresado por un alza en el peso hu-
medo final (PH), PH/PA 3.57 + 0.87. Valores control: PH/
PA2.12 +0.12, P <0.01. En la misma gréafica se mues-
tran los pesos lobares después de secarlos con aire,
P.S. logrando un peso estable y comparandolo con los
valores control; esta medida nos da una referencia del
tipo de edema. El P.S. (peso seco) final de nuestros 16-
bulos dividido por el PAfue de 0.75 + 0.14, y los valores
control 0.46 + 0.03 P.S./P.A, P < 0.005. Finalmente, se
muestra la relacion entre P.H./P.S que nos daria la can-
tidad absoluta de fluido lobar; se encontr6 un incremen-
to significativo en P.H./P.S de 5.35 + 0.51, comparando
los valores control P.H./P.S de 4.61 + 0.30, P < 0.05".

En el cuadro 2 se presentan los valores promedio del
primer grupo de 12 experimentos, en los cuales el PaO,
de la sangre, el pH, PaCO,y la presion capilar pulmonar
se comparan en condiciones basales y al final de los
periodos de normoxia e hipoxia. EI PaO, durante la con-
dicion basal o la calibracion (FIO, 21%) fue de 131.5 +
9.9 mm de Hg; en el periodo de normoxia (sin cambios
en FIO,) se mantuvo cercano a 126.5 + 10.3, y durante
el periodo de hipoxia se redujo significativamente a 49.9
+ 3.3, P <0.0001. El pH sanguineo fue normal en condi-
ciones basicas, y resultd de 7.42 + 0.13; durante el pe-
riodo de normoxia e hipoxia se redujo sin alcanzar dife-
rencias estadisticamente significativas, 7.40+ 0.96y 7.38
+ 0.09 respectivamente. El PaCO, basal fue baja (22.3 +
4.5 mm de Hg) y se mantuvo sin cambios durante el pe-
riodo de normoxia (23.8 £ 5.5 mm de Hg), al igual que
durante la hipoxia (23.5 £ 4.5 mm de Hg; P = NS). La
presion capilar basal fue de 8.2 + 2.1 mm de Hg, incre-
mentandose en los dos periodos de forma similar (nor-
moxia: 25.8 £ 0.9 mm de Hg; e hipoxia 25.7 £ 0.8 mm de
Hg, P = NS, entre periodos de filtracion). En ninguno de
nuestros lébulos estudiados encontramos una respuesta
vasoconstrictora vascular durante el periodo de hipoxia, y
no fue necesario ajustar la altura del depésito venoso para
mantener el mismo nivel de presién capilar pulmonar.

Los resultados del segundo grupo de experimentos
(Figura 7), los coeficientes promedio de la reflexion de
las membranas a la proteina, calculados por la férmula
propuesta por White, no muestran un cambio significati-
vo a diferentes niveles de PaO,, normoxia o = 0.66 *
0.17, hipoxia =0.63 + 0.21, P = NS. La tasa de filtracion
del segundo grupo de experimentos, obtenida con cam-
bios en el micro-hematdcrito, encuentra un resultado si-
milar al primer grupo de experimentos, en el cual tam-
bién existe una ligera caida de la filtracion durante el
periodo de hipoxia, sin llegar a ser significativa. El Qf en
normoxia fue de 0.50 mL/min/100 g + 0.13, y en hipoxia
fue de 0.45 mL/min/100 g £ 0.19. P = NS (no se muestra
en la figura).
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Figura 3. La figura indica la medida de la concentracion relativa
de proteinas y la absorbencia de luz a 610 nm después de agre-
gar al circuito sanguineo tres bolos de plasma libre coloreado.
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Figura 4. La figura muestra un experimento tipico luego de
corregir la sefial de 815 nm para el edema en mL y una sefial
de 670 nm para el PaO, en mm de Hg; los cambios en el peso
lobar se indican en gramos, y la presion capilar en mm de Hg.
Se incluye el periodo de calibracién y dos periodos de filtra-
cion de 30 minutos cada uno (normoxia e hipoxia).
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Figura 5. La figura muestra la tasa de filtracién, en mL por
minuto, corregidos por 100 gramos de tejido pulmonar. No se
observan cambios significativos en la tasa de filtracion duran-
te esta operacion en el periodo de hipoxia, medidos con mé-
todos gravimétricos y espectrofotométricos.
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Figura 6. Esta figura muestra un incremento en el agua pulmonar
total al final de los dos periodos de filtracion, demostrado por el
aumento en el peso humedo/peso del animal y el peso himedo/
peso seco en comparacion con los valores obtenidos en I6bulos
con edema y con datos publicados previamente por nuestro la-
boratorio. El incremento en el peso seco sugiere que se filtra-
ron particulas solidas (proteinas) durante el experimento.

Normoxia

Hipoxia

Figura 7. Se indica que no ocurrio ningtin cambio en el coefi-
ciente de reflexion de la membrana durante diferentes frac-
ciones inspiratorias de oxigeno.

DISCUSION

En la fisiopatologia del edema pulmonar asociado con la
hipoxia alveolar, se han detectado varios mecanismos.
El més estudiado es el factor hidrostéatico debido al in-
cremento de la presion capilar pulmonar subsiguiente a
la vasoconstriccion hipoxica, y el mas aceptado es la
combinacion de este factor con el dafio vascular induci-
da por un incremento en el flujo sanguineo pulmonar y
el dafio de la membrana vascular pulmonar, con el con-
secuente incremento en la permeabilidad.*?
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Cuadro 2. Cambio de gas.

A Palomar, R Fernandez, A Gomez y cols.

Basal Normoxia Hipoxia P
PaO, 1315+ 9.9 126.5 + 10.3 49.9 + 3.3 0.0001
PH 7.42 + 0.13 7.40 + 0.96 7.38 + 0.09 NS
PaCoO, 223 +45 238 +55 235+45 NS
Presion capilar 82+21 258 £ 0.9 25.7+0.8 NS

El edema pulmonar de la altitud (EPA) se presenta
con una frecuencia de 1-2% en pacientes previamente
saludables,®tipicamente uno o dos dias después de as-
cender a elevadas altitudes por encima de los 2,500 m
por encima del nivel del mar, sin aclimatacién previa.®1°
Elincremento de la permeabilidad vascular para las pro-
teinas se asocia con la hipertension pulmonar, expresa-
da por el ascenso en el contenido proteico del fluido del
edema; por lo tanto, se considera como un tipo de ede-
ma mixto.81217.18 E| lavado broncoalveolar de pacientes
con EPA, por hallazgos en autopsias, y otros estudios
practicados en animales!2161920 gpgyan estos resultados;
sin embargo, su patogénesis no esta bien conocida con
certeza 8910121721 5o considera que el incremento en la
presién pulmonar capilar debido a la hipoxia es el factor
mas importante.*820.21 Algunos autores sostienen que otro
factor importante es la hiperventilacién, que se encuen-
tra presente en estos pacientes.?

Lareduccion de la presion de oxigeno alveolar puede
alterar uno o méas de los determinantes transvascula-
res.™22 La relacion, en la vasculatura pulmonar, entre el
flujo sanguineo y la presioén arterial pulmonar, en res-
puesta a la vasoconstriccion hipoxica pulmonar, mues-
tra una progresiva curva tipica de correlacion lineal. En
los modelos caninos, la relacion entre diferentes FIO, y
la presion arterial pulmonar demuestra un decremento
en la presion arterial pulmonar citada (vasodilatacion),
con valores de PaO, por debajo de los 36-38 mm de
Hg%. Por esta razén, el grado de hipoxia alveolar utiliza-
do en nuestro modelo fue moderado, evitando bajas pre-
siones de oxigeno, pues esto puede producir dafios en
el endotelio vascular.®

Nuestra incapacidad para producir vasoconstriccion
pulmonar hipéxica en el pulmon aislado del perro es con-
sistente con otros estudios que utilizan esta preparacion.
Peake et al,?* quienes compararon las respuestas vas-
culares a la hipoxia en cinco especies diferentes, tam-
poco pudieron producir vasoconstriccion pulmonar hipoxi-
ca en el pulmén canino, aunque observaron una sustan-
cial vasoconstricciéon pulmonar hipoxica en pulmones de
cerdos, hurones, gatos y conejos. Se ha relacionado una
disminuida o nula respuesta a la presion hipdxica en estas
especies con la alcalosis del pH sanguineo,? tempera-
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turas de la sangre por debajo de los 38° C,%¢ 0 un prolon-
gado periodo de isquemia entre el paro circulatorio y la
perfusion aislada.?® Sin embargo, ninguna de estas ex-
plicaciones parece ser aplicable a nuestro estudio, por-
que la media del pH sanguineo fue normal (7.40), la tem-
peratura de perfusién estuvo cercana a los 37° C (no
visto en los resultados), y el periodo entre la interrupcion
del flujo sanguineo y la remocién del I6bulo, el paro car-
diaco y la perfusion aislada, fue corto.

La vasoconstriccion hipoxica produce un incremento
en la presion capilar. Este aumento severo puede produ-
cir dafios en la pared vascular, generando una filtracion
de proteinas, incluyendo a aquellas con un alto peso mo-
lecular, como la globulina, los eritrocitos y los leucocitos;**?
exponiendo de este modo a la membrana basal y cau-
sando la adhesion de plaquetas y neutrdfilos, favorecien-
do la trombosis in situ 'y activando los marcadores infla-
matorios como leukotrieno B4 y las fracciones del com-
plemento.'?!® Se han considerado algunos mediadores
en la vasoconstriccion hipoxica, por ejemplo: la activa-
cién del sistema nervioso adrenérgico, la liberacion de
catecolamina circulante, serotonina, histamina, prostaglan-
dinas, angiotensina Il, tromboxano, leucotrienos C4 y D4,
péptido auricular natriurético, factor de activacién de pla-
guetas y decremento en la produccion de oxido nitrico,
ademas del factor relajante del endotelio.517:23.27.28

Algunos investigadores no han demostrado alteracion
de la permeabilidad vascular durante la hipoxia como
fendomeno aislado;*° sin embargo, con base en descu-
brimientos a partir de lavados broncoalveolares se de-
mostro un incremento celular, principalmente de leuco-
citos y macrofagos alveolares, incrementando la posibi-
lidad de que se produzca el edema por la combinacién
de otros factores: dafios endoteliales e incremento de la
presién microvascular.?®

En nuestros dos grupos de experimentos, el edema
se induce a dos niveles de presion parcial de oxigeno
alveolar. No hubo cambios en Qf o en el coeficiente de
reflexién de la membrana durante grados moderados de
hipoxia alveolar. White y colaboradores reportaron re-
sultados similares al usar un modelo experimental simi-
lar en hurones expuestos a un corto periodo de hipoxia;
ellos no pudieron demostrar cambios en el coeficiente
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de reflexién de la membrana para la albumina, IgM o
IgG. Estos autores concluyeron que a pesar del hecho
que la hipoxia aumenta la presion vascular, se demoran
los efectos sobre la permeabilidad de las proteinas.*

Con el uso de este modelo de I6bulo aislado, noso-
tros tuvimos varias ventajas para la cuantificacion del
edema pulmonar, pues las variables de la presién capi-
lar se controlan de una forma exacta, el flujo lobar se
mantiene constante, contando con un perfecto control
sobre la fraccién inspiratoria de oxigeno y la ventaja del
método espectrofotométrico para la medicion de la tasa
de formacion del edema. Los resultados de nuestro es-
tudio no demostraron cambios en el Qf 0 o; esto se pue-
de deber a la pérdida de la vasoconstriccion en el mode-
lo de I6bulo aislado, como consecuencia de diversos fac-
tores. 1. Algunos autores han demostrado, tal como ya
se menciond, que la reactividad del modelo canino a la
hipoxia no es, sin embargo, el mejor modelo, otros in-
vestigadores han utilizado hurones, cerdos o conejos
como modelos animales. 2. El nivel de hipoxia alveolar
fue s6lo moderado, siendo capaz de generar una reacti-
vidad mas grande a niveles mas bajos de PaO,; sin em-
bargo, existe la posibilidad de ocasionar un dafio a la
membrana cuando los l6bulos son expuestos a FIO, de
0% de O,,. 3. El tiempo de exposicion a la hipoxia fue un
corto periodo de 30 minutos; esto se decidi6 para evitar
tiempos de exposicidon conocidos como dafiinos para la
membrana capilar, los cuales hacen que los I6bulos se
edematicen mucho. 4. Otra explicacion es el decremen-
to de la respuesta vasoconstrictora a la hipoxia debida a
la expansién de la vasculatura pulmonar por el incre-
mento de la presion capilar pulmonar hasta 25 mm de
Hg durante ambos periodos y que puede, de hecho, es
un modelo de edema pulmonar hipoxico e hidrostatico.
5. La ausencia de reactividad de la vasculatura se pue-
de deber a la pérdida de inervacion a nivel pulmonar.

El hecho de no haber encontrado cambios en el co-
eficiente de reflexion de la membrana para las proteinas
durante el periodo de hipoxia, posiblemente se deba a la
ausencia del dafio directo del endotelio vascular en este
grado de hipoxia alveolar, tal como lo demuestra Ho-
mik.*° Al comparar nuestros resultados con el grupo de
experimentos conducidos por White y colaboradores en
hurones expuestos a hipoxia alveolar aguda, vemos que
ellos también encontraron ausencia de cambios en o;
esto significa que no existen cambios en el coeficiente
de reflexion de la membrana para las proteinas durante
la hipoxia. Por otra parte, ellos reportaron un valor leve-
mente mayor en ¢ (0.80 £+ 0.09); por lo tanto, se podria
especular que la hipoxia aguda no produce cambios en
la permeabilidad de la membrana, o sélo la vasocons-
triccion seria el mecanismo que produciria el edema; de
hecho, se necesitaria una inervacion intacta durante la
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hipoxia para que se produjera un dafio por permeabili-
dad.

Otros estudios realizados con diferentes modelos han
demostrado un incremento en el agua extravascular pul-
monar durante la exposicion a la hipoxia; sin embargo
esto ocurrid con periodos mas largos de exposicion, de
24 a 48 horas. Stelzner y colaboradores demostraron,
trabajando con ratas, un incremento del peso pulmonary
un alza en el filtrado de proteinas después de la exposi-
cidn a una hipoxia ligera durante el mismo periodo de tiem-
po. La filtracién o fuga de proteinas no se atribuye en es-
tos experimentos al aumento de la presion vascular o al
area superficial, pues la fuga de albimina se incrementa
luego de la primera hora de exposicion a la hipoxia.®!

La aplicacion de método espectrofotométrico utiliza-
do en nuestro estudio, ademas de ser innovador, pro-
porciona datos muy confiables y reproducibles acerca
de la cuantificacion de la tasa de formacion del edema
pulmonar, y es independiente de los cambios vascula-
res inducidos por el aumento de la presion capilar.?32-37

CONCLUSIONES

1). En este modelo experimental canino de edema
pulmonar hidrostatico, la hipoxia alveolar moderada
no incrementa la tasa de formacion del edema al
mismo nivel de presién capilar; tampoco modifica el
coeficiente de reflexiéon de las proteinas.

2). Encontramos una buena correlacion entre los resul-
tados de Qf obtenidos por espectrofotometria y el
peso lobar.

3). En este modelo de I6bulo aislado, incluso cuando se
redujo bastante la fraccién inspiratoria de oxigeno,
no encontramos ningun cambio significativo en la
presion arterial (vasoconstriccion hipdxica), situacion
gue puede cambiar nuestra interpretacion; se requiere
un modelo con una inervacion pulmonar intacta, o un
modelo animal méas sensible a la hipoxia de manera
natural o inducida por drogas.
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