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Resumen

Objetivo: Evaluar si el pretratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
FNTa y anti-IL-6, administrados de manera independiente, atenta el dafio
pulmonar en un modelo experimental de lesion pulmonar inducida por la
ventilacién mecanica.

Materiales y Métodos: Se utilizaron 24 ratas Wistar que fueron separadas en
cuatro grupos experimentales: 1) bajo Vt (n = 6): Vt 7 ml/kg, PEEP 5 cmH,0,
2) alto Vt (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP (PEEP = 0), 3) anti-IL-6 (n = 6): V't 25 ml/kg,
ZEEP y 30 mg/kg de tocilizumab intraperitoneal 24 h antes de la ventilacién
mecanica, 4) anti-FNTo (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP y 100 ug/kg de adalimumab
intraperitoneal 24 h antes de la ventilacion mecanica. Se evaluaron el dafio
histolégico cuantificado segun el puntaje reportado por Villar et al y la he-
modinamia medida con la presion arterial media. Los datos fueron analizados
con ANOVA y las pruebas de comparaciones multiples de Dunn y de Tukey.

Resultados: En el grupo tratado con anti-FNTa y en los animales tratados con
anti-IL-6, se observé un menor dafio histolégico pulmonar que en el resto
de los grupos. Por otro lado, no se encontraron diferencias en la mecanica
pulmonary en la presién arterial media entre grupos.

Conclusiones: Bajo estas condiciones experimentales, los anticuerpos mono-
clonales anti-FNTa y anti-IL-6 mostraron efectos protectores a nivel pulmonar,
lo que postula a estas drogas como estrategias promisorias para atenuar la
lesion pulmonar inducida por la ventilacién mecénica.
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Abstract

Obijective: To evaluate whether pretreatment with monoclonal antibodies,
anti- TNFa and anti-IL-6 administered independently attenuates lung dam-
age in an experimental model of ventilator-induced lung injury.

Materials and Methods: Twenty-four Wistar rats were used. Animals were
divided into four experimental groups: 1) low Vt (n = 6): Vt 7 mL/kg, PEEP 5
c¢mH,0; 2) high Vt (n = 6): Vt 25 mL/kg, ZEEP (PEEP = 0); 3) anti-IL-6 (n = 6): V't
25 ml/kg, ZEEP, and intraperitoneal tocilizumab 30 mg/kg, 24 hours prior to
mechanical ventilation; 4) anti-TNFa (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP, and intraperi-
toneal adalimumab 100 pg/kg, 24 hours before the VM. Histological damage
measured by Villar score, and hemodynamics measured with mean arterial
pressure were evaluated. Data were analyzed using ANOVA, Dunn'’s multiple
comparison test and Tukey’s multiple comparison test.

Results: In groups treated with anti-TNFa and anti-IL-6, less histological dam-
age was observed in comparison with the rest of groups. On the other hand,
no statistically significant differences were found in pulmonary mechanics
and mean arterial pressure among groups.

Conclusions: Under these experimental conditions, monoclonal antibodies
anti-TNFo and anti-IL-6 showed protective effects on lungs, indicating that
these drugs are promising strategies to attenuate ventilator-induced lung

injury.

Introduccion

El sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA) es uno de los problemas mas dificiles de reme-
diar en Terapia Intensiva, representa un impacto sig-
nificativo en la salud publica, y es una de las principa-
les causas de indicacién de ventilacién mecanica (VM)
en las Unidades de Cuidados Criticos.! A partir de la
publicacién de Ashbaugh et al, en 1967, se ha tornado
una de las patologias mas complejas de comprender
y corregir, debido a su heterogeneidad fisiopatolégica.
Existe evidencia contundente de que el uso de una
estrategia de ventilaciéon inapropiada puede inducir
dano pulmonar o incrementar aquel que motivé su
empleo, proceso conocido como lesién pulmonar indu-
cida por la VM (ventilator-induced lung injury, VILI).?

El efecto de una estrategia de ventilacion protec-
tora mostré una disminucién de la tasa de mortali-
dad utilizando una reduccién del volumen corriente.?
Los estudios ALVEOLI* y Express,® buscando el me-
jor nivel de PEEP, o el estudio de Guérin et al,® en
el contexto de dectibito prono, y mas reciente Amato’
observa la relacién de la driving pressure; todos han
sido hallazgos para analizar el desarrollo de nuevas
estrategias ventilatorias, pero ain queda por deter-
minar la utilidad de tratamientos adicionales para
atenuar la inflamacién pulmonar que sean tutiles para
reducir la VILIL.

Se ha demostrado que toda estrategia ventilatoria
dafiina puede llevar a la liberacién tanto local como

sistémica de mediadores inflamatorios y fragmentos
proteicos,? lo que genera una lesién adicional al tejido
pulmonar y también a distancia en otros 6rganos o
sistemas.’

En el estudio ARDS Network, se observ6 una dis-
minucién en los dias de fallas organicas y una reduc-
cion de las tasas circulantes de interleucina 6 (IL-6)
(citocina proinflamatoria) en pacientes con una mo-
dalidad de ventilacién con volimenes ajustados a 6
ml/kg.1%!! Asimismo, hace mas de dos décadas, Trem-
blay'2comunicé que la VM con altos volimenes induce
una lesiéon pulmonar y un incremento de la expresién
de genes relacionados con la lesién pulmonar aguda,
como el factor de necrosis tumoral alfa (FNTa) y la
IL-6, en células epiteliales pulmonares de ratas.

Estudios en seres humanos han demostrado, en
la microvasculatura pulmonar, un aumento de la ex-
presion de los receptores tipo 2 de FNTa (FNT-R2)
y una mayor produccién de IL-6 y IL-8 en pacientes
con SDRA, al compararlos con grupos de control; esto
sugiere una mayor activacion del endotelio pulmonar
durante el desarrollo del SDRA, o bien la presencia de
un endotelio constitutivamente mas reactivo en suje-
tos que luego desarrollan VILI 0 SDRA. 31 Asimismo,
se ha establecido que la concentracion de IL-6 en el
liquido del lavado broncoalveolar de pacientes con
SDRA fue mayor que en voluntarios sanos; ademas,
la concentracion de IL-6 en sangre es més alta en pa-
cientes con riesgo de sufrir VILI y que posteriormente
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la desarrollaron comparados con pacientes en riesgo
que no desarrollaron este cuadro.!>18

La IL-6 es una glicoproteina de 26 kDa y con acti-
vidad pleiotrépica, participa en multiples y esenciales
funciones de la regulacién de la inmunidad, inflama-
cién e incluso oncogénesis y podria ser el mediador
para el desarrollo de muchas enfermedades inflama-
torias crénicas o autoinmunes.%%°

Adalimumab y tocilizumab son anticuerpos mono-
clonales que se unen especificamente a los receptores
del FNTa y al receptor transmembrana de IL-6, res-
pectivamente, neutralizando su funcién al bloquear
su interaccién con los receptores.

El empleo de inhibidores de la respuesta inflama-
toria podria ser una opcion terapéutica, la activacion
de estos receptores se relaciona con la persistencia de
la inflamacién.

El objetivo de este estudio es evaluar variables de
respuesta en la mecanica pulmonar, la hemodinamia,
como histologia y delta de peso pulmonar, en dos tra-
tamientos con tocilizumab y adalimumab, como estra-
tegias para atenuar los mecanismos inflamatorios de
la VILI en un modelo de VM.

Materiales y Métodos

Se utilizaron 24 ratas de la cepa Wistar, machos,
adultos, con un peso promedio de 287 g (= 13), que
fueron provistas por el Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de
La Plata.

La anestesia general se efectué con clorhidrato
de ketamina (80 mg/kg) y diazepam (5 mg/kg) admi-
nistrados por via intraperitoneal. Ademas, se colocé
lidocaina al 2% (10 mg/kg) en la piel y el tejido celular
subcutaneo de la region ventral del cuello. Luego de la
induccién anestésica, los animales fueron colocados en
dectubito dorsal sobre una manta térmica. Durante la
fase de mantenimiento anestésico, se administraron
dosis adicionales de clorhidrato de ketamina (25 mg/
kg) cada 45 minutos, hasta finalizar el procedimiento.

Luego de abordar el cuello, se disecé y canulé la
arteria carétida izquierda con un catéter de teflon (24
Fr), que se conecté a un monitor multiparamétrico
(modelo MCO-300-07, Buenos Aires, Argentina), con
el fin de monitorear la presién arterial media (PAM);
también se disecé y canulé la vena yugular derecha, se
administraron 10 ml/h de solucién fisiolégica al 0,9%
por bomba de infusién. Como dltimo paso, se intubd la
traquea y se conect6 a un ventilador mecanico (Neu-
movent GraphNet Neo TECME®, Argentina).

Durante el estudio, todas las ratas fueron ventila-
das por dos horas con una FiO, del 0,40%. Los anima-
les fueron divididos en los siguientes grupos:

e Grupo bajo volumen corriente (Vt) (n = 6): Vt 7 ml/kg,

PEEP 5 cmH,0

e Grupo alto Vt (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP
e Grupo anti-IL-6 (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP y to-

cilizumab 30 mg/kg, por via intraperitoneal, 24 h

antes de la VM
e Grupo anti-FNTo (n = 6): Vt 25 ml/kg, ZEEP y ada-

limumab 100 pg/kg, por via intraperitoneal, 24 h

antes de la VM

Durante la VM, se midieron la PAM y los para-
metros ventilatorios en forma continua; desde el co-
mienzo y cada 30 minutos, se realizaron controles de
la mecanica pulmonar (presién meseta [plateau]) y
distensibilidad pulmonar estatica.

Al terminar el estudio, se sacrificé a los animales
mediante exanguinacion, se retiraron los pulmones y
se los embebi6 en solucién buffer de formaldehido al
10% para el posterior estudio histopatolégico.

Se remiti6 el 16bulo inferior del pulmén izquierdo
para el analisis histoldgico. El material histolégico se
incluy6 en parafina y se tifi6 con hematoxilina y eo-
sina. Mediante microscopia 6ptica se valor6 el dafio
histolégico segun el puntaje descrito por Villar et al.}!
Se evalu6 la presencia de cada parametro del puntaje
(células inflamatorias intratabicarias, células infla-
matorias intralveolares, edema alveolar, presencia
de membrana hialina, alteracién del epitelio alveolar,
engrosamiento tabicario y presencia de cuerpos apop-
téticos) valorando las observaciones en una escala de
0 a 4 (ausencia, leve, moderado, severo y muy severo).
El puntaje global se obtuvo por la adicién de los pun-
tajesindividuales en cada animal y el promedio de las
evaluaciones de cada grupo.

Para evaluar la ganancia de peso pulmonar, el 16-
bulo inferior derecho se pesé inmediatamente después
de la recoleccién de la muestra y se coloc6 en una es-
tufa a 60°C, durante dos dias, para secarlo; luego, se
volvié a pesar el tejido con el fin de calcular la relaciéon
entre peso humedo y peso seco.

Los valores obtenidos de hemodinamia, disten-
sibilidad pulmonar y peso himedo/peso seco fueron
analizados con ANOVA, seguido de la prueba de com-
paraciones multiples de Tukey. Un valor p <0,05 se
considero estadisticamente significativo. Para el ana-
lisis histolégico, se utilizé el test ANOVA seguido de la
prueba de Dunn de comparaciones multiples.

Resultados

Los animales ventilados con alto Vt + ZEEP mostra-
ron un aumento significativo de cambios histolégicos,
como de ganancia de peso pulmonar, comparados con
los del grupo bajo Vt + PEEP 5 cmH,0 (Figura 1). Tal
como se representa en la Figura 1A, luego de dos ho-
ras de VM daiina, en ambos grupos con tratamiento
previo (anti-FNTa y tocilizumab) disminuyé el dano
pulmonar evaluado mediante analisis histopatolégi-
co; se observaron diferencias estadisticamente signifi-
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Figura 1. A. Representacién grafica de la evaluacion histolégica pulmonar de los diferentes grupos. Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo con alto volumen corriente (Vt) no tratado y aquellos que recibieron un
tratamiento antes de la ventilacién mecanica y el grupo con bajo Vt (*p <0,05; ***p <0,001). B. Ganancia de peso pulmonar
entre grupos. Se aprecian diferencias significativas entre el grupo con alto Vty los tres grupos restantes (p <0,001). La
ventilacién con un Vt alto se asocié con empeoramiento del dafio histolégico y mayor ganancia de edema pulmonar, estos

hallazgos se corrigen en los grupos tratados con adalimumab y tocilizumab. C. 1. Pulmén macroscépico sometido a ventilacion
mecdnica con bajo Vt. 2. Pulmén macroscépico sometido a ventilacion mecénica con alto Vt. Se observan congestion, edema,
hemorragia. 3. Imagen histolégica (40X). Se observa un pulmén histolégico estructuralmente normal. 4. Imagen histolégica
correspondiente. Se aprecian membrana hialina, engrosamiento tabicario, inclusive, cuerpos apoptéticos (burbuja mas clara).

cativas al compararlos con el grupo de alto Vt + ZEEP.
Enla Figura 2, se muestran, en detalle, algunos aspec-
tos del estudio microscépico de los pulmones obtenidos
de los diferentes grupos experimentales.

En el estudio comparativo de ganancia de peso
pulmonar, ambos tratamientos disminuyeron el ede-
ma pulmonar, se observaron diferencias significativas
en comparacioén con el grupo de alto Vt + ZEEP; de
igual forma, el grupo con alto Vt + tocilizumab mani-
fest6 una tendencia a ganar mas peso pulmonar que
el grupo con alto Vt + adalimumab (Figura 1B).

Con respecto a la mecdnica pulmonar, la disten-
sibilidad a lo largo del tiempo no mostré diferencias
significativas entre los grupos; tampoco, se detecta-
ron diferencias hemodindmicas entre los grupos que
recibieron tratamiento y los no tratados. La VM con

estrategia dafiina se asoci6 a un empeoramiento de la
PAM, aunque sin diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre los grupos (Tabla).

Discusion

Al igual que otros grupos de investigacién, en este
estudio, se observé que la VM con alto Vt + ZEEP en
ratas induce un mayor dano histol6gico,?! medido con
el puntaje de lesién pulmonar, y una significativa ga-
nancia de edema pulmonar. Por otro lado, pese a no
alcanzar significacién estadistica en el periodo de dos
horas, se observ6 un minimo deterioro en las variables
hemodindmicas, como la caida de la PAM en el grupo
con alto Vt + ZEEP frente a los grupos tratados. El
uso de un Vt elevado genera que los pulmones opri-
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Figura 2. Microfotografias del tejido pulmonar de ratas Wistar tefiido con hematoxilina-eosina (40X). Ay B. Ratas ventiladas

con alto volumen corriente (Vt) sin tratamiento. La imagen muestra membrana hialina (flecha blanca), engrosamiento de
tabiques alveolares, infiltracion de polimorfonucleares (flecha de puntos), macréfagos intralveolares, hemorragia (flecha llena).
Cy D. Ratas ventiladas con alto Vt y tratadas con tocilizumab por via intraperitoneal, 24 h antes. Se observan engrosamiento

de tabiques alveolares (flecha gris), menor luz alveolar que el grupo con bajo Vt, aunque el infiltrado alveolar es menor con
respecto al del grupo con alto Vt no tratado. E y F. Pulmones sometidos a ventilacion mecanica dafiina y tratados previamente
con anti-FNTa. Obsérvense el engrosamiento tabicario, la disminucion del infiltrado leucocitario intralveolar como en el tabique.
En la imagen F, ademas, hay cuerpos apoptéticos (burbuja resaltada).

TABLA
Valores de distensibilidad y presion arterial media de todos los grupos experimentales al comienzo de la ventilacion mecénica
(hora 0) y al final del procedimiento (2 horas). En ninguna de las evaluaciones ni en los tiempos considerados para el estudio, se
observan diferencias estadisticamente significativas entre grupos

Distensibilidad (ml/cmH,0)

Presion arterial media (mmHg)

Oh 2h Oh 2h
Vt bajo 0,6 +0,08 0,53 +0,05 94,15+ 4,6 78,7 +8,28
Vt alto 0,54 + 0,05 0,44 + 0,06 96,5 + 5,54 83,9+5,14
Vt alto + adalimumab 0,57 + 0,08 0,54+0,1 97,8 +4,71 75,66 5,75
Vt alto + tocilizumab 0,64 +0,08 0,58 + 0,04 95,3+6,9 80,13 +£9,92

man el corazén, la pared toracica y el diafragma; de
este modo, mientras que la pared tordcica se expande
hacia afuera y el diafragma desciende, el corazén y el
pericardio son comprimidos, lo que causa una caida
de la PAM. En pacientes con pulmones sobredistendi-
dos, por el uso de un Vt daiiino, el llenado ventricular
puede comprometerse. Para analizar més a fondo el

impacto de los cambios de la alta presion intratora-
cica, se debe tener en cuenta que la elastancia de la
pared toracica de los animales utilizados (ratas) es
mas baja que la de los seres humanos, porque mayor-
mente esta compuesta de cartilago; de este modo, es
posible explicar los escasos cambios hemodinamicos
observados con la VM.



Los cambios de las variables que conforman el
puntaje histolégico fueron atenuados en los animales
de los grupos tratados con adalimumab (anti-FNTa) y
con tocilizumab (anti-IL-6), lo que postula a estos far-
macos como potenciales estrategias para atenuar el
dano ocasionado por la VM, como asi también resalta
laimportancia del FNTa y 1a IL-6 en la fisiopatogenia
del dano pulmonar desencadenado por un evento de
VM daiiino.

El modelo de lesién inducida por la VM in vivo,
confirmado por la infiltracién de polimorfonucleares
tanto en el espacio alveolar como en el intersticio pul-
monar y el agravamiento del estado hemodinamico
indican lesién pulmonar y deterioro cardiovascular,
en el contexto de la falla multiorgédnica.

Para proporcionar més evidencia de los mecanis-
mos inflamatorios que estan involucrados en el de-
sarrollo de la VILI, tratamos ratas con anticuerpos
neutralizantes de mediadores inflamatorios que se
desencadenan en la VILI, como IL-6 y FNTo. Ambos
tratamientos mostraron ser potenciales atenuantes
de la lesion pulmonar, como se observa por la menor
infiltracién de polimorfonucleares alveolares e in-
tersticiales y la menor repercusion hemodinamica.
Paradgjicamente, la VM con alto Vt mostré cuerpos
apoptoéticos, que no se observaron en el grupo tratado
con adalimumab.

Numerosos estudios demostraron que la VM con
alto Vt produce un aumento de la permeabilidad con
el consiguiente edema pulmonar, tanto en animales
de laboratorio, como en seres humanos. Estudios expe-
rimentales que utilizan como mecanismo de lesion el
volutrauma como efecto dafiino lesionan los pulmones
e inducen inflamacién sistémica. A su vez, la apopto-
sis es un fenémeno observado en otros érganos en el
contexto de la falla multiorganica, excluida la afec-
tacion pulmonar. En este sentido, nuestros hallazgos
muestran cuerpos apoptéticos en cinco pulmones de
seis ratas del grupo con alto Vt.

Imai et al?®> demostraron en conejos prelesionados
con instilacién de acido clorhidrico y VM con alto Vt
una asociacién con apoptosis intestinal y renal, sin
apoptosis pulmonar.

Los hallazgos de apoptosis observada cualitati-
vamente sobre los efectos de la VM con alto Vt y la
falla multiorgéanica deben cuantificarse con estudios
posteriores que observen més especificamente este
fenémeno.

En este estudio, el uso de agentes, como un an-
tagonista del FNTo, fue eficaz como el bloqueo de la
IL-6; no obstante, la ganancia de peso pulmonar en
ratas tratadas antes con adalimumab fue menor. La
lesion histolégica observada como una reduccion en la
infiltracién de polimorfonucleares tanto en el espacio
alveolar como en el intersticio, fue estadisticamente
mas significativa en aquellos animales tratados con
adalimumab que con el bloqueo de IL-6. Este hallaz-

REVISTA ARGENTINA DE TERAPIA INTENSIVA - 2018 - 35 N° 1

go podria ser interpretado como un reflejo indirecto
del rol preponderante del FNTa ante la IL-6 en la
induccién de la VILI. Desde el punto de vista clinico,
los animales de los grupos pretratados con inmuno-
moduladores tuvieron menor impacto hemodinamico,
sin cambios estadisticamente significativos entre si,
comparados con los que recibieron VM daiiina, sin
tratamiento farmacolégico.

Conclusiones

La utilizacién de farmacos biolégicos para modu-
lar la respuesta inflamatoria es una practica clinica
no utilizada atn en Cuidados Criticos, posiblemente,
porque la VILI convive con una respuesta inflama-
toria secundaria a procesos infecciosos que contrain-
dican formalmente el uso de estos agentes. En este
trabajo, se observé que inmunomodular la respuesta
inflamatoria es una estrategia muy prometedora para
atenuar la VILI; los agentes terapéuticos empleados
en este estudio (adalimumab y tocilizumab) minimi-
zan el dafio histolégico y disminuyen el edema pulmo-
nar, se hall6 un efecto considerablemente marcado en
la inhibicién de la via del FNTa. Bajo estas condicio-
nes experimentales de estrés pulmonar mecénico, el
adalimumab es tan eficaz como el tocilizumab frente
ala VILI.

Este trabajo servira de modelo para futuras inves-
tigaciones que tendran como objetivo evaluar, con ma-
yor detalle, el mecanismo de estos y otros anticuerpos
monoclonales; estudiar variables, como la expresién
de diversas citocinas a nivel tisular, y el impacto de
los tratamientos en 6rganos remotos.
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