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Proteccion de la lesion pulmonar aguda debida a la
exposicion al oxigeno con N-acetilcisteina y surfactante
exogeno en ratas. Estudio comparativo
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RESUMEN

Objetivo: Estudiar el papel del efecto protector de la N-
acetilcisteina y el surfactante exdégeno sobre la lesion
pulmonar aguda (LPA) inducida por oxigeno.

Diseino: Estudio prospectivo, comparativo y descriptivo.
Lugar: UCI de un hospital de ensefianza de México.
Sujetos: Doce ratas macho.

Intervenciones: Los animales se asignaron aleatoria-
mente a tres grupos de tratamiento por via transtra-
queal: el grupo | recibioé N-acetilcisteina 40 mg/200 g, el
grupo Il (grupo control) se traté con 2 mL de solucion
salina y el grupo Il recibi6 surfactante exégeno 200 mg/
kg, previa exposicion al oxigeno (FIO,, 1.0) durante
ocho horas. Al final del experimento se obtuvo un l6bu-
lo pulmonar. Un patdlogo experto analizé los tejidos y
clasifico la LPA de acuerdo a fases (I-VIl) y el grado de
severidad de la misma (0-4 puntos).

Resultados: El porcentaje de ratas lesionadas fue simi-
lar en los tres grupos al inicio (I-Ill) y al final (V, VII) de
las fases. El grado de severidad de la lesion fue de 2.5,
3.7 y 2.2 puntos para los grupos I, Il y Il respectivamen-
te en la fase Ib (p < 0.05). Se observo una diferencia
significativa en la fase VIl entre los grupos Il y 111 (3.5 vs.
1 puntos, respectivamente); p = 0.01.

Conclusion: Los efectos benéficos de la N-acetilcistei-
na y el surfactante exégeno no fueron concluyentes en
este estudio.

Palabras clave: Lesion pulmonar aguda, N-acetilcistei-
na, surfactante exégeno, exposicion al oxigeno, ratas.
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SUMMARY

Objective: To study the role of the protective effect of N-
acetylcisteine and exogenous surfactant on the acute
pulmonary injury (API) induced by oxygen.

Design: Prospective, comparative and descriptive study.
Setting: ICU of a teaching hospital of Mexico.
Subjects: Twelve male rats.

Interventions: All the animals were treatead by transtra-
cheal route and were aleatory asigned to three groups:
group | received N-acetylcisteine 40 mg/200 g, group 1l
(control) was treated with saline solution 2 mL and group
Il received exogenous surfactant 200 mg/kg, previous
exposure to oxygen (FIO,, 1.0) during eight hours. At the
end of the experiment a pulmonar lobe was obtained. An
expertise pathologist analyzed the tissues and classified
APL according the lesion stage (I-VIl) and the degree of
severity injury (0-4 points).

Results: The percentage of injured rats was similar for
the three groups at the initial (I-11l) and at the end (V,VII)
stages. The degree of severity injury was 2.5, 3.7 and
2.2 points for I, Il and Ill groups respectively, in stage Ib
(p < 0.05). A significant difference was observed in sta-
ge VIl between group Il and Il (3.5 vs. 1 points respecti-
vely); p = 0.01.

Conclusion: The salutary effects of N-acetylcisteine
and surfactant are not conclusive in this study.

Key words: Acute pulmonary injury, N-acetylcisteine
exogenous surfactant, oxygen exposure, rats.

Cuando existe disrupcion tisular, se altera la comu-
nicacion célula a célula, produciéndose migracion
de proteinas y activacion de leucocitos. Esto au-
menta la sensibilidad de las neumocitos tipo | a la
hiperoxia cuando se exponen a concentraciones de
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oxigeno mayores al 60%."' Por otro lado los neumo-
citos tipo Il son resistentes a la hiperoxia y juegan
un papel importante en la reversion de los procesos
de lisis.’

Se ha demostrado que existe sintesis de molé-
culas de adhesion intracelular (ICAM-1) probable-
mente en el neumocito Il; en los ratones prematu-
ros se ha reportado que después de la exposicion a
oxigeno al 100% por 72 horas, se incrementa la
sintesis de ICAM-I, que esta relacionado probable-
mente con la reparacion del dafio pulmonar.?2 En los
pacientes con SIRPA una de las principales altera-
ciones que se observan es la disminucién de la sin-
tesis del factor surfactante, lo que junto con el ede-
ma pulmonar que acompafa a esta entidad, produce
retencion de CO,, hipoxemia y disminucion de la dis-
tensibilidad pulmonar.® En la lesién pulmonar aguda
(LPA) debida a la exposicién a concentraciones
elevadas de oxigeno, se han descrito alteraciones
de las concentraciones de fosfolipidos, fosfatidilco-
lina y fosfatidilglicerol.* También se ha involucrado
a la produccion de radicales libres en la génesis de
la LPA y se ha propuesto la administracion de sur-
factante para prevenir el dafo pulmonar, aunque su
mecanismo de accién no ha sido completamente
establecido, asi como su impacto en la evolucién
de la lesion pulmonar.®® El surfactante puede inhibir
la produccién de anién superoxido por lo macroéfa-
gos por su accién sobre el receptor formilmetiime-
tionilleucifenilanina (FMLP) y disminuir la produc-
cién de oxigeno por los polimorfonucleares.® El
surfactante liposomal encapsula a la superéxido
dismutasa y catalasa lo que incrementa la actividad
antioxidante de los neumocitos tipo Il y protege a
las células de la LPA.?5 En neonatos de menos de
1,000 gramos de peso con sindrome de dificultad
respiratoria y que han requerido de niveles altos de
PEEP, el uso de surfactante exégeno ha permitido
disminuir los dias de ventilacion mecanica, la FIO,,
y los dias de estancia, y ha demostrado ser eficaz y
seguro.b El uso conjunto de factor surfactante y 6xi-
do nitrico ha permitido disminuir la utilizacion de
ECMO en este tipo de pacientes.®®

Actualmente también se ha demostrado que el
uso de glutatién y de N-acetilcisteina pueden dismi-
nuir el dafio del neumocito tipo Il y por lo mismo el
decrememto del ATP intracelular.”

Los estudios sobre el efecto de la N-acetilcistei-
na sobre la evolucion de la LPA no han sido plena-
mente estudiados y no se ha comprobado el bene-
ficio de su utilizacion en este grupo de pacientes,
sin embargo, se ha descrito que se puede prevenir
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la LPA con glutatiéon o N-acetilcisteina (NAC) des-
pués de que el tejido pulmonar ha sido expuesto a
dosis subletales de perdxido de hidrégeno y acido
hipocloroso.”

El objetivo de este trabajo, fue comparar la utili-
dad de la N-acetilcisteina y del surfactante exégeno
en la proteccion de la lesién pulmonar inducida por
oxigeno a elevadas concentraciones en ratas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio prospectivo, observacional,
experimental, doble ciego en el Laboratorio de Ciru-
gia Experimental del Hospital ABC de enero a junio
de 1998 en doce ratas adultas, machos de la cepa
Wistar de 200 a 1,250 g de peso, que se expusie-
ron a concentraciones elevadas de oxigeno. Se ex-
cluyeron a las que tuvieran infeccion durante su
estancia en el bioterio, que murieran durante la in-
duccién anestésica o que no cumplieran con un
tiempo minimo de exposicion al oxigeno al 100%.
Se formaron tres grupos cada uno constituido por
cuatro ratas distribuidas en forma aleatoria que se
colocaron en una caja de acrilico.

Se realiz6 induccion anestésica con pentobarbi-
tal sddico a dosis de 2.5 mL/kg de peso por via in-
traperitoneal. Posteriormente, bajo anestesia gene-
ral y anestesia local con lidocaina (30 mg/kg), se
efectud diseccion de los tejidos adyacentes a la tra-
quea. A continuacién se punciond la misma y se
coloco un catéter del No. 22 que se conect6 a un
sistema de ambu pediatrico y se cerr6 la herida por
planos. Se identifico a cada rata con un corte en la
oreja, segun el grupo asignado: grupo |, un corte en
la oreja derecha; grupo I, corte en la oreja izquier-
da; grupo lll, sin corte. El grupo | recibié N-acetilcis-
teina transtraqueal 40 mg/200 g, al grupo |l se le
administré 2 mL de solucién salina al 0.9% por la
misma via y al grupo lll se le traté con surfactante
exégeno transtraqueal 200 mg/kg de peso. Para
distribuir los farmacos se hicieron tres insuflaciones
con una bolsa de ambu pediatrico.

Terminados los procedimientos anteriores, se
colocaron en la caja de acrilico; se expusieron al
oxigeno que se administré a través de un orificio de
la parte superior de la caja, a concentracién del
100% (corroborada mediante un sensor de oxige-
no) y flujo de 15 litros/minuto, durante ocho horas;y
se mantuvo una temperatura constante de 38 °C
con dos focos de 100 wats. Al final del experimen-
to, se les sacrific6 mediante la administracion de
pentobarbital sédico. Posteriormente se efectud
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una toracotomia media y se obtuvo un lébulo pul-
monar de cada espécimen. La muestra pulmonar
se coloco en formol en frascos de 20 mL y se envio
al Departamento de Patologia, donde se deshidrato
el tejido obtenido por técnica manual con alcohol.
Luego se hizo el montaje de la pieza en parafina y
se tind con hematoxilina y eosina. Se estudié cada
una de las muestras por un patélogo experto, asig-
nandose una puntuacion de 0 a 4 puntos para eva-
luar el grado de LPA: 0) sin lesion, | lesién minima,
Il lesiébn moderada, Ill lesion severa, IV lesién muy
severa. Las fases de la lesion observadas se clasi-
ficaron de la manera siguiente:

) infiltracion leucocitaria (a por polimorfonuclea-
res, b por mononucleares), Il) edema intersticial e
intraalveolar, Ill) exudacién de fibrina, IV) formacién
de membranas hialinas, V) atelectasias, VI) hemo-
rragia focal intraalveolar, VII) proliferacién del neu-
mocito tipo Il.

Analisis estadistico. Se calcul6 la media, desvia-
cion estandar, t de Student y analisis de varianza
multivariada; p se consideré significativa si fuese
menor 0.05.

RESULTADOS

Fases de la lesion pulmonar aguda. En el cuadro |
se describen las fases de lesion pulmonar. Se ob-
servo que en los tres grupos de estudio fue igual el
comportamiento en las tres primeras fases. Llama
la atencidn que el 25% de las ratas de los tres gru-
pos tuvieron edema intersticial e intraalveolar (fase

II) y exudacion de fibrina (fase Ill). En la fase IV
(formacién de membranas hialinas) se encontré
que en el grupo Il hubo mas animales afectados
(50%) comparado con el grupo | (25%) y el grupo Il
(0%). En las fases V-VII, el 100% de los casos es-
tuvieron afectados, excepto en la fase VI, donde se
observé la lesion en un 50% de los casos corres-
pondientes al grupo I.

En la figura 1, se observa la evolucion del grado
de severidad de la lesion pulmonar en cada una de
las fases de los tres grupos; hubo méas dafo en el
grupo Il en comparacion con los restantes, en todas
las fases, pero especialmente en la Ib (3.7 puntos)
y en la VIl (3.5 puntos). El grupo Il tuvo mayor afec-
tacién en las fases Ib, IV y VII. Las ratas tratadas
con surfactante exdgeno (grupo Ill) tuvieron menos
lesiones que aquéllas que recibieron N-acetilcistei-
na o solucién salina y el mayor grado de severidad
de la lesion pulmonar se observo en las fases 1b
(2.2 puntos) y V (2 puntos). El grado de severidad
de la lesién fue de 2.5, 3.7 y 2.2 puntos para los
grupos |, Il y lll respectivamente en la fase Ib (p <
0.05). Se observo una diferencia significativa en la
fase VIl entre los grupos Il y Il (3.5 vs. 1 puntos,
respectivamente); p = 0.01 (cuadro ll).

DISCUSION

Las células del epitelio alveolar del tracto respirato-
rio inferior estan expuestas continuamente a multi-
ples agentes nocivos y esto incluye a los radicales
libres de oxigeno.!

Cuadro I. Porcentaje de aparicion de las fases por grupo.

Fases la Ib I I v v VI Vil

Grupo % % % % % % % %
N 100 100 25 25 25 100 50 100
P 100 100 25 25 50 100 100 100
S 100 100 25 25 0 100 100 100

N = N-acetilcisteina, P = Placebo, S = Factor surfactante.
Cuadro Il. Valor de p para los diferentes grupos.

Grupos la Ib I 1 v v Vi Vi
NvsP 1 0.01* 1 1 0.53 1 0.15 0.24
NvsS 1 0.5 1 1 0.39 1 0.64 0.22
PvsN 1 0.01* 1 1 0.18 1 0.22 0.01*

*p=<0.01.
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Puntaje de severidad de la lesion
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Figura 1. Severidad de la lesion pulmonar aguda.
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Figura 2. Severidad de la lesion pulmonar aguda.

Cuando existe disrupcion tisular aumenta la sen-
sibilidad de las células epiteliales tipo | a la hipe-
roxia;'? la exposicion a elevadas concentraciones
de oxigeno ocasiona lesidon pulmonar aguda que se
acompanan de alteraciones de los fosfolipidos y
proteinas pulmonares.®* En la lesiéon pulmonar agu-
da disminuyen los niveles de surfactante que se
acompafia de alteraciones del intercambio gaseo-
s0.45 Otros estudios han demostrado alteraciones
del surfactante en pacientes con SIRPA y edema
agudo pulmonar cardiogénico.® En estudios experi-
mentales se ha descrito que la administracion de
surfactante exdgeno inhibe la sintesis del anion su-
peroxido en animales expuestos a elevadas con-
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centraciones de oxigeno y en el tratamiento del
SIRPA experimental después de la induccién de
sepsis.'?*5% También se ha utilizado con éxito en el
tratamiento del sindrome de insuficiencia respirato-
ria aguda en neonatos de bajo peso.°

En el presente estudio se observé que la exposi-
cion al oxigeno a concentraciones elevadas, produ-
jo alteraciones en los animales de experimentacién
en todas las fases analizadas y la utilizacion de
surfactante a dosis de 200 mg/kg disminuyé la se-
veridad de la lesion pulmonar inducida por oxigeno.
Estudios previos ya han descrito que disminuye el
edema pulmonar inducido en diferentes modelos de
experimentacién con el uso de surfactante a dosis
de 50 a 400 mg/kg de peso, aunque la dosis reco-
mendada habitualmente es de 200 mg/kg de peso.®
El incremento del nivel de proteinas en los casos
de lesion pulmonar aguda, se ha relacionado con
los cambios de la permeabilidad en la barrera al-
veolocapilar, lo que sugiere que el endotelio es el
responsable primario de los cambios a través de
los capilares;® la inestabilidad de las vias aéreas
pequefas se ha relacionado al edema alveolar.?>®
El empleo de surfactante o de N-acetilcisteina en
estos casos disminuye la atraccion molecular del
aguda y la produccién del anién superéxido.® Sin
embargo, en el estudio actual nos llamé la atencion
que su efecto protector sobre la lesion pulmonar
fue nulo en las fases V a VII, por lo que habra que
cuestionarse si se requiere emplear una dosis mas
alta. No obstante que en estas lesiones lo habitual
es encontrar atelectasias, es conveniente conside-
rar que los patélogos recomiendan insuflar el pul-
mon antes de realizar un corte, lo que no se llevo a
cabo en nuestro estudio y por esta razon las atelec-
tasias no necesariamente estan relacionadas con
la LPA.

La N-acetilcisteina a dosis de 40 mg/200 de
peso ha demostrado también disminuir el grado de
lesion pulmonar aguda por su efecto antioxidante,
aunque en grado menor grado que el surfactante.”®
Ademaés la N-acetilcisteina no disminuye el edema
pulmonar inducido en los modelos de experimenta-
cién.” En este estudio se encontrd que la N-acetil-
cisteina disminuye la severidad de la lesion pulmo-
nar aguda inducida por oxigeno a concentraciones
elevadas y tiene como ventajas su bajo costo y la
facilidad para administrarla debido al tamafio pe-
quefo de su molécula. En teoria podria emplearse
en pacientes con LPA o SIRPA para tratar de frenar
la cascada de mediadores como citoquinas y radi-
cales libres (cuyo efecto sumado a la lesion pulmo-
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nar debida a la patologia de fondo y a las concen-
traciones elevadas de oxigeno, indispensables en
este tipo de pacientes) podria agravar el dafio pul-
monar, sin embargo en este trabajo fue menos
efectivo que el surfactante.

Este pequeno estudio no es concluyente, conside-
ramos que es necesario realizar otros estudios con
mayor profundidad y con series mas grandes tanto a
nivel experimental como clinico para conocer el valor
real de la N-acetilcisteina y el surfactante exégeno en
el tratamiento de la lesiéon pulmonar aguda.
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