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RESUMEN. Introduccion: El sindrome de insuficiencia respiratoria
aguda en el endotelio provoca vasoconstriccion, adhesién de células
inflamatorias y desarrollo de edema pulmonar, hipertensién pulmonar
y trombosis. Este dafo endotelial reduce la produccién de 6xido nitrico
e incrementa la expresion de endotelina-1 (ET-1). Objetivo: En este es-
tudio se evalGa el efecto del pretratamiento con L-arginina en la lesién
pulmonar aguda inducida por 4cido oleico. Material y métodos: Se
analizaron los cambios hemodinamicos, gasométricos, microscopicos,
inmunohistoquimicos para ET-1y ETB y la concentracién plasmatica de
ET-1 en un modelo experimental del sindrome de insuficiencia respirato-
ria aguda inducido por acido oleico. Los perros fueron divididos en tres
grupos de estudio: I (n = 6), control; Il (n = 6) sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda, inducido por 4cido oleico a una dosis IV de 0.09 mL/
kg, sin recibir tratamiento, y Il (n = 6), sindrome de insuficiencia respi-
ratoria aguda inducido por 4cido oleico y pretratamiento con L-arginina
a 0.125 g/min/IV en 250 mL de solucién salina 0.09%. Resultados: Los
grupos Il y 1l desarrollaron sindrome de insuficiencia respiratoria agu-

Abreviaturas:

SIRA = Insuficiencia respiratoria aguda.
ON = Oxido nitrico.

ET-1 = Endotelina-1.
AO = Acido oleico.
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ABSTRACT. Introduction: Acute respiratory distress syndrome (ARDS)
in the endothelium causes vasoconstriction, adhesion of inflammatory
cells and development of pulmonary edema, pulmonary hypertension
and thrombosis. This endothelial damage lowers the production of nitric
oxide (NO) and increases the expression of endothelin-1 (ET-1). The aim
of this study was to evaluate the effect of pretreatment with L-arginine
in OA-induced ALI. Material and methods: Hemodynamic, gasometric,
microscopic, immunohistochemical and plasma concentration of ET-1
and ET-1y ETB were analyzed in an experimental model of AO-induced
ARDS. The dogs were divided into three study groups: | (n = 6), control;
Il (n = 6), OA-induced ARDS atan IV dose of 0.09 mL/kg, untreated, and
Il (n = 6), pretreatment with L-arginine at 0.125 g/min/IV in 250 mL of
0.09% saline and OA-induced ARDS. Results: The hemodynamic, blood
gas and gravimetric findings revealed that groups Il and Il developed
ARDS. Intrapulmonary shunt increased in groups Il and Il (p < 0.05,
ANDEVA Dunnett). PaO,/FiO, decreased in groups Il and IIl with a
significant difference with group I (p < 0.05, ANDEVA MR Dunnett).

ET, = Receptor tipo B.
ANDEVA MR = Andlisis de la varianza de medidas repetidas.
aa = Aminodcido.
FiO, = Fracci6n inspirada de oxigeno.
GC = Gasto cardfaco.
RVP = Resistencia vascular pulmonar.
RVS = Resistencia vascular sistémica.
MAP = Presi6n arterial media.
PMAP = Presi6n media de la arteria pulmonar.
POAP = Presién de oclusion de la arteria pulmonar.

QS/QT = Cortocircuito intrapulmonar.
SVRi = Indice de resistencia vascular sistémica.
PVRi = Indice de resistencia vascular pulmonar.

PaO, = Presién de oxigeno arterial.
HE = Hematoxilina-eosina.
PMN = Polimorfonucleares.
eNOS = Oxido nitrico sintetasa endotelial.
GMPc = Guanosin monofosfato ciclico.
LPS = Lipopolisacarido.
iNOS = Oxido nitrico sintetasa inducible.
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da. El cortocircuito intrapulmonar se increment6 en los grupos Il y llI
(p < 0.05, ANDEVA Dunnett). La PaO,/FiO, disminuy6 en los grupos I
y Il con diferencia significativas con el grupo | (p < 0.05, ANDEVA MR
Dunnett). El grupo Ill mostré menos infiltrado inflamatorio y edema en
el tejido pulmonar (p < 0.05 ANDEVA MR Dunnett). La expresion in situ
de ET-1y ET, fue mayor en el grupo Il que en el grupo Ill. Los niveles
plasméticos de ET-T mostraron un valor mayor en el grupo lll (p < 0.05
ANDEVA MR Dunnett). Conclusiones: El pretratamiento con L-arginina
en un modelo experimental de SIRA agudo inducido por AO atenu6 la
vasoconstriccién pulmonar hipéxica (HPV), lo que llevé a un deterioro
en el cortocircuito intrapulmonar. Sin embargo, disminuyé el edema y
el infiltrado inflamatorio en el tejido, por tanto, en este modelo puede
considerarse (inicamente un potencial efecto atenuante en la inflamacién
pulmonar durante la fase aguda por L-arginina.

Palabras clave: Edema pulmonar, donadores de dxido nitrico, endotelio
pulmonar, vasoconstriccién.

INTRODUCCION

El endotelio pulmonar es un componente importante de la
unidad alveolocapilar. Estd implicado en el mantenimiento
de la homeostasis de los vasos sanguineos, donde se sin-
tetizan sustancias biolégicamente activas que regulan el
tono vasomotor como el 6xido nitrico (ON) y la endotelina
(ET-1), las cuales modulan las interacciones célula-célula
(neutrdfilos-endotelio), previenen trombosis y promueven
la proliferacién celular." En el sindrome de insuficiencia
respiratoria aguda (SIRA) disminuye la produccion de ON,
por lo que el endotelio pierde su capacidad antiagregan-
te plaquetaria, anticoagulante y fibrinolitica, y pasa de
tener efectos vasodilatadores a causar vasoconstriccion,
adhesién celular, inflamacién, edema, hipertension pul-
monar y trombosis.>” El sustrato para la sintesis de ON
es la L-arginina (2-amino-5-guanidino cido pentanoico)
un aminodcido (aa) no esencial bajo condiciones fisiol6-
gicas, pero que se convierte en un aa condicionalmente
esencial bajo estrés, y desempena un papel importante
en el metabolismo intermediario y en la disponibilidad de
arginina en el paciente critico.*® Aunado a esto, la dismi-
nucién en la produccién de vasodilatadores propicia la
sobreexpresion de ET-1,” la cual a través del receptor tipo
B (ET,), provoca la infiltracién de neutrdfilos en la circula-
cién y aumento en la permeabilidad vascular alveolar.® Los
receptores ET, se encuentran en las células endoteliales’
y median la vasodilatacién a través de la liberacion de
ON y prostaciclina. Este subtipo de receptor también es
responsable de la depuracion de ET-1 circulante a través
de endocitosis.

A pesar de que los efectos benéficos de la L-arginina,
principalmente efectos antiinflamatorios y en el tono va-
somotor, han sido descritos desde hace varias décadas,
actualmente contintia un creciente interés en los posibles
efectos terapéuticos de su suplementacién, en particular en
enfermedades con trastornos endoteliales, como los obser-
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The group Il showed less inflammatory infiltrate and edema in lung
tissue. Plasma levels of ET-1 showed a higher value for group Ill. The in
situ expression of ET-1 and ETB was higher for group Il than for group Il
Conclusions: Pretreatment with L-arginine in an experimental model of
AO-induced acute SIRA attenuated hypoxic pulmonary vasoconstriction
(HPV) leading to deterioration in intrapulmonary shunting. However, the
edema and inflammatory infiltrate in the tissue decreased, therefore, in
this model you can only consider a potential attenuating effect on lung
inflammation during the acute phase by L-arginine.

Keywords: Pulmonary edema, nitric oxide donors, pulmonary endothelium,
vasoconstriction.

vados en SIRA provocado por coronavirus 2 (SARS-CoV-2),
debido a que la sintesis alterada de ON se considera una
caracteristica de un endotelio disfuncional.*'"

Por lo que este estudio es el primero en plantear la hip6-
tesis de que debido a que los niveles de ET-1 estan regulados
por la sintesis de ON, y puesto que la administracion de
L-arginina puede influir en la liberacién de ET-1, conduciria
asu vez a la prevencién o atenuacion de dafo endotelial en
SIRA inducido por acido oleico (AO). Por ende, teniendo
en cuenta las mltiples funciones de la ET-1, en este estu-
dio se analizan los cambios en hemodinamia, gasometria,
cambios microscépicos, deteccién inmunohistoquimica de
la expresion de ET-1, ET, y en la concentracién plasmatica
de ET-1 en un modelo experimental de SIRA en perros
inducido por AO.

Para estudiar este efecto se utilizé6 el modelo de AO
debido a que esta bien caracterizado y reproduce las le-
siones patoldgicas de la fase inicial del SIRA originadas por
alteracién en la integridad de la membrana alveolar-capilar
presentes en humanos.""

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en el Departamento de Cirugia
Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER) Ismael Cosio Villegas. Se utilizaron 18
perros mestizos adultos sanos, con un peso entre 18 y 20
kg. Se decidi6 utilizar como modelo animal al perro por-
que su hilio pulmonar es largo y de facil acceso; mientras
que en cerdos y ovejas el sistema digestivo tiene un mayor
desarrollo y esto puede causar diferencias hemodindmicas
significativas. Todos los animales fueron tratados de acuerdo
con las especificaciones técnicas para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-ZO0-1999"y la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio de los Estados Unidos de Améri-
ca.” Antes del experimento, los animales fueron confinados
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en jaulas individuales (1.0 m de ancho x 3.5 m de largo X
2.7 m de alto)" con las mismas condiciones ambientales,
con agua y comida ad libitum. Este protocolo fue revisado
y aprobado por el Comité de Bioética del INER (nimero de
protocolo: B12-06). El tamafio de la muestra se redujo de
acuerdo con los principios de las técnicas experimentales
propuestas por Balls'® y Kilkenny.”

Para su estudio, los animales fueron divididos en tres
grupos: grupo | (n = 6): control sin SIRA; grupo Il (n = 6):
SIRA inducido por AO; y grupo Il (n = 6): SIRA inducido
por AO con administracién de L-arginina (Sigma-Aldrich,
Alemania).

Los animales fueron anestesiados con clorhidrato de
tiletamina y zolazepam (Zoletil 50, Virbac, México) 8 mg/kg
IV, fentanilo (Janssen-Cilag, México) 0.02 mg/kg 1V, atropina
(Atropisa, Pisa, México) 0.02 mg/kg IV, acepromacina (Cal-
mivet Vetoquinol, México) 0.02 mg/kg IV. Los signos vitales y
parametros hemodindmicos fueron evaluados por medio de
un monitor para electrocardiografia (Datascope Passport,
EUA). Los perros se colocaron en posicién dorsoventral
(supino) y se intubaron orotraquealmente (Endotracheal
tube, Rush. Kamunting, Malaysia) y se conectaron a un
ventilador de volumen (Harvard Apparatus, EUA), con un
volumen corriente de 10 mL/kgy frecuencia respiratoria de
20 rpm, fraccion inspirada de oxigeno (FiO,) 100%."*'” Para
mantener la anestesia, se utilizé un vaporizador (Isotec 3
Ohmeda) con isoflurano 1.5% (PISA Laboratorios, México).
Mediante diseccién se colocaron catéteres vasculares en
arteria y vena femorales (Cordis Corp, Johnson & Johnson,
CA, USA)y en vena yugular derecha un catéter Swan-Ganz
5 Fr (Edwards Lifesciences, Irvine Cal, USA), a través de
los cuales se registraron los pardmetros hemodindmicos
sistémicos, pulmonares y se realiz6 toma de muestras
sanguineas. El gasto cardiaco (GC) e indices de resistencia
vascular pulmonar (RVP) y sistémica (RVS) fueron calculados
mediante computadora (Hemodynamic Profile Computer
Spectramed model SP-1445, Oxnard, EE.UU.).

Presion media de arteria pulmonar

5 - ~¢- Control

Induccion del SIRA

El grupo Il'y Il recibieron a través del catéter en la vena
femoral 0.09 mL/kg de AO (4cido cis-9-octadecenoico;
CAS 112-80-1, Sigma Aldrich, Alemania) emulsificado con
etanol 1:1 y diluido a 10 mL de solucién salina fisiolégica,
se administrd con un flujo constante de 0.5 mL/min durante
20 minutos.”’ El grupo Il recibié pretratamiento con 0.125
g/min/IV de L-arginina (CAS 74-79-3, Sigma-Aldrich, Ale-
mania) en 250 mL de solucién salina 0.09% en el intervalo
entre 60 minutos antes y 60 minutos después de la infusién
de AO." La tasa de infusién se mantuvo por debajo de los
[imites de hipervolemia.”!

Se disefié como un estudio agudo con una duracién de
165 minutos y al concluir este tiempo los animales fueron
sometidos a eutanasia con una sobredosis de pentobarbital
sédico (Anestesal, Pfizer, México)."

Evaluacién
Hemodinamia y gasometria

Se evaluaron los siguientes parametros: GC; presion ar-
terial media (MAP); presién media de la arteria pulmonar
(PMAP); presion de oclusion de la arteria pulmonar (POAP);
cortocircuito intrapulmonar (QS/QT); indice de resistencia
vascular sistémica (SVRi) y pulmonar (PVRi); presién de
oxigeno arterial (PaO,).

Radiogrdfica

Se tomaron radiografias ventrodorsales basales a los 60
y 150 minutos después de la administracién del AO. La
presencia de opacidades se cuantificé de acuerdo con su
extension sobre una escala de 0 a 4: sin opacidades (grado
0), opacidades hasta 25% (grado 1), opacidad de 26 a 50%
(grado 2), de 51 a 75% (grado 3), y de 76 a 100% (grado

L-arginina

Figura 1:
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Tiempo de evolucion (minutos)

Promedio + DE. * p < 0.01 ANDEVA MR Dunnett. Grupo AO versus grupo control.
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Muestra la evolucion en el tiempo de
la presion media de arteria pulmonar
en los tres grupos de estudio.
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4). Dos investigadores determinaron el grado de manera
independiente en un andlisis doble ciego.

Determinacién del edema pulmonar

El edema pulmonar se cuantificé por andlisis gravimétrico.
Los I6bulos pulmonares caudales se pesaron y secaron
a una temperatura entre 60 y 65 °C hasta obtener peso
constante. Finalmente, la ganancia de peso del pulmén se
calculé mediante la siguiente férmula: APP = (PH-PS)/PS,
donde APP = ganancia de peso de pulmén, PH = peso
final del pulmén y PS = peso inicial de pulmén.

Evaluacién microscépica

El tejido pulmonar en todos los casos se tomé del [6bulo
caudal, se fij6 en formaldehido al 10% y se embebi6 en
parafina. Secciones de 4 micras de espesor, se tifieron con
hematoxilina-eosina (HE) y se analizaron por microscopia
de luz para determinar la presencia de dafo alveolar difuso
caracterizado por edema, colapso alveolar, hemorragia,
membranas hialinas, microtrombos e infiltraciéon de neu-
tréfilos. Los resultados se clasificaron en cuatro categorias:
histologia normal (grado 0), lesién leve (grado 1), lesion
moderada (grado 2) y lesion grave (grado 3).

Cuantificacion de ET-1

Al final del estudio se obtuvieron muestras de sangre de
la arteria pulmonar (catéter de Swan-Ganz) y se colocaron
en tubos con EDTA, se centrifugaron a 1,800 rpm durante
15 minutos a 4 °C (CS-6R Beckman, EUA), posteriormente
la muestra se concentré con una columna Sep-Pak C18
(Millipore, EUA). Se cuantific6 con técnica de ELISA (En-
dothelin-1 ELISA kit, 900-020A, Enzo Life Sciences, EUA).

Deteccién inmunohistoquimica de ET-1'y ETB

La deteccion de la expresion in situ de ET-1y ETB en el
tejido pulmonar se realiz6 en secciones de 2 a 4 micras de
espesor con anticuerpo anti-ET-T monoclonal, MA3-005,
Research Diagnostics, EUA) y anticuerpo Endothelin B
receptor (Endothelin Receptor Polyclonal Antibody, 20R-
ES002, Fitzgerald, EUA), con el sistema estreptavidina-
biotina-peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit, Vector
Laboratories, EUA).”* Para revelar se utiliz6 el cromégeno
3-amino-9-etil-carbazol (AEC) (Substrate Pack Biogenex,
932-HK092-F San Ramén CA, EUA). Se tiferon con
hematoxilina (Biocare Medical, CA, EUA) y para virar el
contraste se utilizb carbonato de litio (Fisher chemical, NY,
EUA). Las secciones fueron evaluadas semicuantitativa-
mente por microscopia de luz de acuerdo con una escala
de inmunotincién que describe proporcién e intensidad.*

Tabla 1: Hallazgos hemodindmicos.

Neumol Cir Torax. 2020; 79 (4): 236-247

A4 [H |
H H H »
mq—m.mgqcvgg“-gc?gjgcq;&:g&
8|5 S| L = = | > 2| ® Qo 2
© O O O S~ |0 © N o
TIE R TR 2SS PSSR AL Y B -
— ol —
a B G O "
H o ©[H |1 »|o |y * *
Blsiagcadeagsas e sles
TN PR NS O[S oS T R | g —
— o —
H |[H |=
H 4| H o] 2
vl o S« Be 2 20 |8 |l
Ll Ble SRS+ o Sle S
&
QT8 IR 2| =N|ope Vo |6NES
o — -
+ P T e B £
sl= 3lanledalzlzsl? aslas
< Sl©o 5| 8|8 H|F o © <|2 o
'-g::%c’a,“_"\»mgmgmw < Q|8 -
N N B =
Ho|H|H
H o« ™
| I B JU = e BN ] B A R
N OIS 8o N X O JL C|d BT e
SRPgERREEESRB R gae
?7’\ — @ (9V)
=}
L
=]
=
El |4 |4 |4l old ol
:cm—w,\ogcq.o\?oqgcq‘—j‘i,—j)‘—ﬂ‘-
2 &R FL F|S 5|6 IS 6@ Qi aile o
O || V| N~ ™o S|
S gwg*gcﬁmqwﬁmi"—gﬁwmc“
E ~— [aV] N
S
>
CH)
®
= I T TR ST (iSO . R
Blw|o /o Slo ©|R 2= T DM v+l n
iR O o5 © ~ 2 dl|l— <o o
gl |2 2B KR 2|5 &R & J|©8 — |« Njw &
- |» N = P P
Qo — (V] 9V
=
A4 | H |
ol =|a k| 8le 9le mle &l H o H o i~
) 5N SR S| 9= ajlo qjle | glo T
S« 2= 2l 2|2 B QB Q2 iR 5|92 «
[¥e) - ™ DN [Xe) (9]
L [ o S Ko R S T i B 1o
— (2} N
+H H bl
Hoeaol, |+ Blm o oo | H o # | H o
B -~ (R —la S © (W0 =@ Z|© B© 5
Sl — O I~ =R <9 J|C° &
D CIT RSB 2L 0 9 Y 2 —|of T A
=] N » XN N 560 B~ @ <~
~ — [aY]
H | #
H |H | +
0 Qe oo B0 2= e T H o[ H | H o~
8o sls Ny 9|5 8|8 58 8w s|@ glg F
BOTT|ZF2REI3R|= RN T
— o
+ +
+H H = H o« H +H
w|l— 2o elH YR Io 2R G| H 4| ~|D @
= Plo 85 3|8 28 TR SR I Bl &
N | R B N | | QNE
— N
|| Ho |, | ol
®|H St{oo |0 < ™
(s} 2 ) ©l0 o 2 H [Ce)
S I R ES R ] R v
=) >
q PN T B onR& <o TR II N
— ™ —
(3 C - © © -
T o —— =lE =l = =c=E_ — == =
o5 |2 o o|Eolcg o|Eovo 9olEe
28 (5o goog=sg 2o/ogtsg 299
22| |5 2o 2725 2o 2l 2s 2o 2s 2
O o OO 0| OO0 0O 0|2 O
°
5 =) =)
B £ == =
E _——-—— O _——— O c
5 gz Ezs 3
©
al aa 3 AR O R

*p < 0.05. ANDEVA MR, Dunnett. Promedio + DE.

cortocircuito intrapulmonar.

indice de resistencia vascular pulmonar; SVRi = indice de resistencia vascular sistémica; QS/QT =

PVRi
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La puntuacién se determiné sumando los resultados del
porcentaje de células (0 = 0%; 1 < 30%; 2 = 30-60%
y 3> 60%) con el valor ordinal de intensidad de tinci6n
(0 = negativo, 1 = débil, 2 = medio y 3 = fuerte.) Asi
como la descripcién de los diferentes componentes de
tejido donde se expresé.

Los datos fueron expresados como media + EE. Para las
variables de hemodinamia y gasometria se utilizé un analisis
de la varianza de medidas repetidas (ANDEVA MR), para
comparar contra el grupo control (ANDEVA, Dunnett) y
con prueba de Bonferroni, cuando se detect6 efecto entre
sujetos. La prueba de normalidad que se utiliz6 fue Shapiro-
Wilk (p < 0.05); y la prueba de Levene para igualdad de
varianzas (p < 0.05). Para el andlisis radiogréfico se realiz6
prueba de Wilcoxon (p < 0.05) para mediciones en el
mismo grupo a lo largo del tiempo e indice kappa para
estimar la concordancia entre observadores.

RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron al tiempo de estudio y
los grupos 11 'y Ill desarrollaron SIRA posterior a la admi-
nistracion del AO.

Hallazgos hemodinamicos y gasométricos

Los pardmetros hemodinamicos MAP, POAP y GC durante
los 165 min del experimento permanecieron sin cambios
significativos en todos los grupos (p > 0.05, ANDEVA MR).
En el grupo Il se observé incremento de la PMAP a partir
de los 15 minutos posteriores a la administracion de AO
rebasando los limites de referencia. Sin embargo, a partir
del minuto 90 se mostré un mayor incremento que se man-
tuvo hasta el final del estudio en comparacién con el grupo
control (p < 0.05, ANDEVA Dunnett) y el grupo Ill mostr6
valores menores de la PMAP en comparacién al grupo |
a partir del minuto 45 (P = NS, ANDEVA MR) (Figura ).

La PVRi present6 diferencias significativas en el tiem-
po (p = 0.05, ANDEVA MR) y al comparar entre grupos
(p = 0.001, ANDEVA MR Dunnett), con diferencia entre
el grupo AO (control) y el grupo Il (AO); por otra parte, el
grupo Ill no difirié de los grupos | y Il (p = 0.566, ANDEVA
MR Dunnett). Ademas, la SVRi present6 diferencias del
grupo Il (AO) versus el grupo | (control) (p = 0.05, ANDEVA
MR) (Tabla 1).

La PaO, disminuy6 a los 15 minutos después de la
administracion del AO en los grupos Il (AO) y Il (L-
arginina) por debajo de sus valores basales en compa-
racion con el grupo | (control) durante todo el estudio.
Si bien, la PaO, fue menor en el grupo Il (L-arginina)
que en el Il (AO) (p < 0.01, ANDEVA Dunnett) al final
del estudio.

El cociente PaO,/FiO, se utiliza para determinar la
presencia del SIRA y de acuerdo al cociente se divide
en: leve PaO,/FiO, <300, pero > 200; moderada PaO,/
FiO, < 200, pero > 100; y severa PaO,/FiO, < 100.”
En este estudio encontramos el desarrollo de SIRA en
los grupos Il (AO) y Il (L-arginina), por la disminucién
de la relacién PaO,/FiO, a lo largo de los 165 min del
experimento, con diferencia significativa en la relacion
PaO,/FiO, de estos dos grupos con el grupo | (control)
(p < 0.05, ANDEVA MR Dunnett) (Figura 2). Ademads,
el QS/QT de los grupos I (AO) y Il (L-arginina) tendi6 a
aumentar significativamente después de 45 min de haber
iniciado el experimento (Tabla 1).

Andlisis radiografico

Ningin animal en el grupo | (control) presenté cambios
radiograficos. En el grupo Il (AO) a los 60 minutos del
estudio, tres animales mostraron opacidades alveolares
bilaterales periféricas, difusas y asimétricas, con bron-
cograma aéreo (grado 3); los tres animales restantes
mostraron opacidades (grado 2), significativas estadisti-

Pa0,/FiO,

450 -
4001 |
3501 4
300 -
£ 250 -
€ 200 -
Figura 2: 150 -
100 A +%cc>)ntrol
Muestra la evolucion en el 50 - L-arginina
comportamiento de la PaO,/FiO, 0 - -
ajustada a la presion barométrica 0 15 30

de la Ciudad de México en los tres
grupos de estudio.

45 60 75 90 105 120 135 150 165
Tiempo de evolucion (minutos)

Promedio + DE. ** p < 0.01 ANDEVA MR Dunnett. Grupo AO y L-arginina versus grupo control.
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camente versus radiograffas basales y el grupo | (control)
(Wilcoxon z = -2.75, p < 0.006). Al final del estudio, en
los grupos Il (AO) y Il (L-arginina) las opacidades fueron
de grado 4 (Wilcoxon z = 3.002, p < 0.003). El indice
Kappa arrojé un valor de 0.87 (p < 0.001), lo que indica
un buen nivel de concordancia entre los observadores
(Figura 3).

Andlisis gravimétrico

El peso de los pulmones de los grupos de estudio Il (AO) y
Il (L-arginina) aument6 (127.17 £ 32.34 gy 107.00 + 29.06
g, respectivamente) en comparacién con el grupo |
(42.08 £13.26 g), (p < 0.001 ANDEVA MR, Dunnett). En
la Figura 4 se presenta el peso himedo/peso seco.

Andlisis histologico

Histol6gicamente el grupo | (control) no presenté cambios.
El grupo Il (AO) desarrollé colapso alveolar (grado 2), ede-
ma alveolar (grado 3), hemorragia (grado 1), infiltracién de
polimorfonucleares (PMN) (grado 3), microtrombos (grado
2). El grupo Il (L-arginina) present6 colapso alveolar (grado
2), edema (grado 2), hemorragia (grado 1), infiltracién de
PMN (grado 2), microtrombos (grado 1) (p < 0.05 Kruskal-
Wallis) (Figura 5).
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t =165 min

Figura 3:

Radiografias de térax en proyeccion
ventrodorsal que muestran: campos
pulmonares del grupo | (control)

A) basal y final; B) basal y final

con infiltrados alveolares difusos

en el grupo Il (AQ); y C) grupo

Il (L-arginina) basal y final con
infiltrados alveolares difusos.

Cuantificacion de ET-1

Los niveles plasméticos de ET-1 mostraron diferencias
significativas entre el grupo | (control) (0.61 + 0.35 pg/mL)
y grupo Il (AO) (4.15 £ 0.49 pg/mL) (p < 0.001, ANDEVA
Dunnett) y entre el grupo Il (AO) y grupo Ill (L-arginina)
(5.5 £ 2.50 pg/mL) (p < 0.002, ANDEVA Dunnett).

Hallazgos inmunohistoquimicos

La deteccién inmunohistoquimica de la expresién de ET-1
mostr6 en el grupo | (control) que 33% de las muestras
tuvo una positividad en porcentaje menor de 30%, con
una intensidad de tincién media. En el grupo Il (AO) hubo
positividad en 83.33% con una proporcién menor de
30%, con intensidad fuerte, y el grupo Il (L-arginina) 100%
mostré una proporcién menor de 30% con una intensidad
débil. Respecto al inmunomarcaje de ET,, 100% del grupo
| (control) tuvo una proporcién de tincion menor de 30%
con una intensidad media; el grupo Il (AO) 100% tuvo una
proporcién de tincién mayor de 60%, con una intensidad
fuerte, y en el grupo Il (L-arginina) sélo 16.6% de las mues-
tras mostré una proporcion en la tincién menor de 30%
con intensidad leve.

En ambos marcajes la tincién se observé principalmente
en epitelio de bronquiolos y células endoteliales, seguida
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de las células epiteliales alveolares, en todos los casos con
un patrén citoplasmatico difuso (Figura 6).

DISCUSION

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de la
administracion de L-arginina en los cambios hemodina-
micos, gasométricos, radiograficos, microscépicos, niveles
plasmaticos de ET-1y deteccién inmunohistoquimica para
ET-1y ET, durante el SIRA inducido por AQ, hipotetizando
que debido a la disfuncién endotelial, la administracion de
L-arginina antes de la induccién de SIRA podria influir en
la liberacién de ET-1, lo que a su vez conduciria a la pre-
vencién o atenuacién de dafo endotelial inducido por AO.

Para esto se eligi6 el modelo de SIRA inducido por
AO, ya que desde su primera descripcion por Ashbaugh
et al. (1968),%° este modelo continta vigente debido a que
estd bien caracterizado, ya que reproduce las lesiones
patoldgicas de la fase inicial del SIRA presentes en huma-
nos.'”'>?” La ventaja de este modelo frente a otros es que
puede utilizarse en animales pequefos y grandes con la
aparicion aguda de las lesiones patolégicas de SIRA des-
pués de la inyeccién de AO, y la posibilidad de estudiarlo
sin inflamacién sistémica como en muchos otros modelos
de sepsis."” El mecanismo de acciéon que media la lesion
pulmonar del AO ocurre por la unién directa de éste a las
membranas bioldgicas, lo que provoca que se disparen las
vias intracelulares que terminan en la muerte de las células
pulmonares, es decir, es directamente téxico para las células
endoteliales, causando necrosis e induciendo congestion
capilar y edema intersticial e intraalveolar.”° El AO induce
principalmente necrosis, pero también provoca apoptosis
por disminucién del marcador antiapoptético Bcl-2 y un
aumento del marcador proapoptético Bad. También activa
las caspasas, aumentando la generacion de especies reac-
tivas de oxigeno e induce despolarizacién mitocondrial y
apoptosis en leucocitos,’’ por lo que no se requiere que
las células inflamatorias o sus productos medien el dafo.
Tal como lo describen Matute-Bello et al.* «existe una in-
filtracion de neutréfilos, pero la lesién no depende de los
polimorfonuclearesy. De tal forma que es un modelo que
da la posibilidad de estudiar SIRA sin inflamacién sistémica
como en muchos otros modelos de sepsis,'” pero con el
dano al parénquima pulmonar que lleva al aumento de la
permeabilidad vascular, lo que a su vez induce acumula-
cién de liquido extravascular, alteracién del tono vascular
pulmonar, y deterioro de la funcién pulmonar con cambios
hemodindmicos concomitantes. Para la induccién de SIRA
con AO en este estudio se empled la técnica descrita por
Herndndez et al.* y se pudo establecer en todos los grupos
SIRA con sus consecuencias patolégicas, cumpliendo con
los lineamientos para establecer el diagnéstico segin lo
establece el Consenso de Berlin.*

En este trabajo, los grupos Il (AO) y llI (L-arginina) de-
sarrollaron SIRA caracterizado por lesién de la membrana
alveolocapilar, lo que causé edema pulmonar con incre-
mento en la PMAP desde los 15 minutos posteriores a la
administracién de AO, debido a que la inyeccién intrave-
nosa de este 4cido graso produce lesion endotelial, inflama-
cién y dano al parénquima pulmonar, pero el incremento
mas notorio presente a los 90 minutos, posiblemente fue
provocado por los cambios en la permeabilidad vascular
pulmonar y a la presencia de edema pulmonar como lo
describe Kluttig.”

El aumento del PVRi en el grupo Il (AO) se debié al
hecho de que SIRA inducido por AO provoca hipoxia y
alteracion de tono vascular.***> No obstante, en el grupo
[l (L-arginina) la administraciéon exdégena de L-arginina
atenud significativamente el incremento de la resistencia
vascular, al ser un regulador critico de la produccién de
ON endotelial vascular. Sin embargo, este aminoécido
exclusivo precursor del ON endégeno en ausencia de
lesion vascular, por lo regular no afecta la produccién de
ON.? Otros investigadores también han mostrado que la
administracion exégena de L-arginina atenda la disfuncién
endotelial en diferentes modelos, como Abdullahi et al.*
quienes aluden que la suplementacién oral de L-arginina
mejord la relajacién dependiente del endotelio en ratas al
mejorar la expresion del gen para 6xido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS). Chao et al.”” también han reportado
que la L-arginina puede atenuar la lesién pulmonar me-
diante la restauracién de la funcién endotelial y dismi-
nucién en la liberacion de citocinas inflamatorias. Mas
recientemente también se conoce que las manifestacio-
nes sistémicas observadas en el SIRA en la enfermedad
por coronavirus (COVID-19), provocado por coronavirus
2 (SARS-CoV-2) pueden explicarse por una disfuncién
endotelial y por estos motivos, basdndose en los efectos

Gravimetria
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Promedio + DE. ** p < 0.01 ANDEVA Dunnett. Grupo control versus
grupo AO y L-arginina.
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Figura 4: Peso del tejido pulmonar en todos los grupos de estudio.
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positivos de la L-arginina en la funcién endotelial, otros
investigadores también especulan que la suplementacion
con arginina podria ser Gtil para contrastar la disfuncién
endotelial en pacientes con COVID-19.°%%% Al ser la L-
arginina un aminodcido condicionalmente esencial en el
paciente critico la via de administracién no parece estar
asociada con una alteracion sustancial de los niveles dis-
ponibles de L-arginina. La biodisponibilidad relativa en
el endotelio depende de que los mecanismos de sintesis
de ON puedan estar saturados por la L-arginina endége-
na, también de que las células endoteliales y las células
inflamatorias agudas como los macréfagos sean capaces
de expresar arginasas que disminuyen localmente las re-
servas de L-arginina y privan de sustrato a la eNOS. Por
tanto, el mecanismo potencial de la L-arginina implica la
biodisponibilidad de la propia L-arginina o su inhibidor
dimetilarginina asimétrica (ADMA).?

El aumento de QS/QT en los grupos Il (AO) y HI (L-
arginina) confirmé la presencia de edema, hemorragia y
colapso alveolar, lo que impide el intercambio gaseoso. Sin
embargo, el deterioro de QS/QT en el grupo Il (L-arginina)
en comparacion con el grupo Il (AO) sugiere que durante la
hipoxia secundaria a SIRA, el ON liberado desde la célula
endotelial atenué la vasoconstriccion pulmonar hipdxica
(VPH). Se sabe que después de la administracién de inhibi-
dores del ON endégeno se mejora el intercambio gaseoso
con redistribucién, éste desde zonas hipdxicas a dreas bien
ventiladas, lo que sugiere que el ON endégeno inhibe la
VPH y puede agravar la relacién ventilacién/perfusién man-
teniendo el flujo sanguineo en regiones deficientemente

oxigenadas. El mecanismo molecular exacto de la VPH es
menos conocido que la vasodilatacion hipdxica en la cir-
culacién sistémica. Si bien, las células epiteliales alveolares
pueden ser clave para detectar una baja concentracién de
oxigeno, y las células del misculo liso vascular pulmonar
obviamente son las efectoras de la vasoconstriccién, el
endotelio vascular pulmonar desempena un papel crucial
como intermediario entre estos tipos de células. De hecho,
Boger et al.*” observaron una liberacién disfuncional de
ON endotelial en humanos expuestos a hipoxia aguda, y
los estudios en animales sugieren que la vasoconstriccién
pulmonar hipéxica se ve reforzada por la inhibicién de la
de NOS. Esto puede deberse, en parte a la elevacion de
ADMA, un inhibidor endégeno de la sintesis de ON, ya
que los niveles altos de ADMA se asocian con disfuncién
endotelial, enfermedad vascular e hipertension.

La potenciacién de la VPH por el ON se ha demostrado
en diferentes modelos de alteracién de la relacién venti-
lacién/perfusion intrapulmonar como la lesién pulmonar
por AO.”' No obstante, la eficacia del ON depende del
grado de alteracién de la relacién ventilacion/perfusién
predominante, siendo mayor en presencia de cortocircui-
to. Si el ON accede y vasodilata dreas con baja relacién
ventilacion perfusién, la PaO, puede aumentar, disminuir
o no modificarse en absoluto.*” Pero la VHP también
puede verse afectada por el incremento en la sintesis de
ET-1 o la disminucién en su depuraciéon® asi como la dis-
minucion en la expresion de ET,, ya que las endotelinas
median la vasoconstriccién pulmonar hipéxica y la hipoxia
incrementa los niveles de endotelina en el plasma y los
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niveles de ARNm en el pulmén. El bloqueo selectivo y
no selectivo de los receptores para ET-1 inhibe la HPV
en algunos estudios, pero no en otros, esta discrepancia
puede explicarse en parte por la liberacién variable del
ON. Estos datos apoyan los hallazgos de este trabajo que
sugieren que el ON endégeno atenué6 la HPV y empeoré
la relacién ventilacién/perfusion, lo que mantuvo el flujo
sanguineo en regiones mal oxigenadas.

La disminucién en el peso de los pulmones en el gru-
po Il (L-arginina) mostré que la administracién aguda de
L-arginina protegi6 los pulmones de incremento en la
permeabilidad durante la lesién por AO, ya que se sabe
que el ON es capaz de cambiar la presion de la microvas-
culatura, lo que puede resultar en la formacién de edema,
y ademds regula el balance de liquido en el pulmén. El
mecanismo por el cual el ON estabiliza la permeabilidad
microvascular todavia no es muy claro. Se sabe del efecto

Figura 6:

Inmunohistoquimica de tejido pulmonar
(40x) con 3-amino-9-etilcarbazol (AEC).
Muestra el inmunomarcaje en epitelio
respiratorio para ET-1 medianamente
positivo en: A) (I control); fuertemente
positivo en B) (I AO) y C) (Ill
L-arginina); y ETB medianamente
positivo en D) (I control); fuertemente
positivo en E) (Il AO) y débilmente
positivo en F) (Il L-arginina).

directo e indirecto del ON en el endotelio y epitelio, y
puede actuar directamente sobre las uniones intercelulares
por estimulacién de GMPc (guanosin monofosfato ciclico),
el cual causa relajacion celular; hay evidencia de que esto
puede estrechar las uniones intercelulares y disminuir la
permeabilidad.*

Las alteraciones histopatolégicas del SIRA inducido por
AO encontradas en este trabajo estan asociadas con lesion
al endotelio pulmonar que lleva a evidentes alteraciones
funcionales como la extravasacién de liquido del espacio
extravascular a los espacios aéreos como consecuencia del
aumento de la permeabilidad de la barrera alveolocapilar.
Este aumento de la permeabilidad se ve facilitado tanto por
lesion como la activacion del endotelio pulmonar, ademas la
lesion epitelial conduce a una disminucion de surfactante y
por tanto, a una baja en el transporte de liquido. Asimismo,
la presencia de infiltrado de polimorfonucleares en el grupo
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[ (AO) revel6 que el AO origind lesién endotelial y dafo al
parénquima pulmonar similar a la fase exudativa de SIRA.
Aunque si bien el reclutamiento de neutrdfilos en el pulmén
es un sello distintivo de SIRA en modelos con lipopolisacé-
rido (LPS), en el modelo de AO existe una infiltracién de
neutréfilos, pero la lesion no depende de PMN como lo
describieron Matute et al.** Igualmente Huan-Ping Yu, et
al.*> describieron que el AO puede tener efectos tanto favo-
rables como desfavorables en el sistema inmunolégico, ya
que puede suprimir, mejorar o sinergizar la hiperactividad
de los neutréfilos dependiendo de la dosis aplicada. Por
otra parte, Guimaraes® mostré que el SIRA inducido por AO
activa al sistema ET-1, via activacion de receptores ETB, lo
cual también puede influir en la infiltracién de neutrdfilos
circulantes y en el aumento de la permeabilidad vascular
alveolar como ocurrié en el grupo Il (AO).

Los hallazgos histopatolégicos en el grupo Ill demostra-
ron que la administracién de L-arginina disminuy6 la infiltra-
cién de polimorfonucleares asociada con lesién vascular,*
lo cual concuerda con Wu et al.*” quienes estudiaron los
efectos de la L-arginina en la respuesta inflamatoria, después
de desafiar células epiteliales con LPS demostraron que
un mecanismo de accién antiinflamatorio de la L-arginina
es inhibir las vias de sefalizacion de NF-kB. Ademas, la
arginina también fue capaz de mejorar la B-caseina y la
expresion de caseina total en células epiteliales mamarias
bovinas inducidas por LPS.

El incremento en la concentracién de ET-1 en los
grupos Iy lll a partir del minuto 15 pos SIRA concuerda
con trabajos previos, donde se ha observado que hay un
aumento en la circulacién en el SIRA tanto clinico como
experimental y correlaciona con su severidad,**° y se
sabe que la mejoria clinica correlaciona con la disminu-
cién de los niveles de ET-1. No obstante, el acrecenta-
miento de ET-1 en SIRA parece ser ocasionado mas por
un incremento en la sintesis pulmonar en la disminucién
de su depuracion. En pacientes que murieron por SIRA
se observé un incremento en la expresion de ET-1 en el
endotelio vascular, masculo liso, epitelio de la via aérea
y macréfagos alveolares en comparacién con pacientes
que no murieron por SIRA y curiosamente estos pacien-
tes tuvieron una disminucion en la expresién de eNOS y
6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en el pulmén.®!
Esta elevacion de ET-1 también estd relacionada con el
incremento significativo en RVPi, ya que la ET-1 tiene un
papel importante en el desarrollo de la vasoconstriccién
porque el lecho vascular es muy sensible a los efectos
vasoconstrictores de ET-1 y ésta potencia el efecto vaso-
constrictor de la activacion simpdtica y su mismo efecto
vasoconstrictor estd potenciado por una disminucién en
la sintesis de ON. Asimismo, la disminucién de la relacién
PaO,/FiO,, como la que se presenté en los grupos de
AO 'y L-arginina, y la progresion del QS/QT pueden estar
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asociadas al incremento en la concentracién plasmdtica
de ET-1. Del mismo modo, es posible que la disminucién
de la expresion de receptores B haya causado una dismi-
nucién en la depuracién de ET-1.

Debido a que los niveles de ET-1 plasmatica asi como el
inmunomarcaje de ET-1 en el tejido pulmonar aumentaron
significativamente, ademas de que ET, disminuy6 en el
grupo en el grupo I, L-arginina sugiere que hubo una re-
gulacion negativa de los receptores ET, in vivo inducida por
ET-1. La posible explicacién es que la disfuncién endotelial
que ocurre en el pulmén congestivo, puede resultar en la
disminucion de la expresion de ET,, ya que el receptor
existe principalmente en las células endoteliales, si éstas
degeneran con rapidez, se espera entonces que los niveles
de ARNm del receptor ET, disminuyan. Carpenter et al.*’
mostraron datos similares y llegaron a la conclusién de que
los animales con deficiencia del receptor ET, tenian fuga
de proteina vascular pulmonar exagerada en la normoxia,
que la hipoxia exacerba esa fuga y que este efecto es en
parte atribuible a un aumento mediado por ET-1.

Por ende, los resultados del presente estudio sugieren
que el marcado incremento de ET-1 plasmética y por deter-
minacién inmunohistoquimica en el tejido pulmonar en el
grupo I (L-arginina) puede ser atribuible a la disminucién
del aclaramiento por los receptores ET,, pero también el
aumento en los niveles de ET-1 influye en la progresion de
la enfermedad pulmonar.

CONCLUSIONES

El pretratamiento con L-arginina en un modelo experimental
de SIRA inducido por AO atenué la VPH, disminuyé la infil-
tracién inflamatoria en el tejido pulmonar, y puede proteger
alos pulmones del incremento en la permeabilidad vascular.
Por tanto, puede considerarse un posible papel terapéutico
de la L-arginina en el edema e inflamacién pulmonar.

Limitaciones

Es necesario considerar la existencia de limitaciones deri-
vadas de un estudio de este tipo situado en el dambito de
la investigacion. Se eligié un modelo de SIRA inducido por
AO que ya ha sido empleado con anterioridad con buenos
resultados, pero sabemos que no es una representacién
perfecta del SIRA clinico. Ambas condiciones tienen mu-
chas similitudes, pero el AO causa la lesion directamente sin
requerir que células inflamatorias o sus productos medien
el dano, mientras que el SIRA esta relacionado, la mayorfa
de las veces, con sepsis e inflamacion.

Otra limitacién a destacar es la asistencia mecanica ven-
tilatoria, ya que ésta representa un componente primordial
en el manejo del SIRA, lo que deriva en la dificultad de
trasladar estos resultados a humanos.
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