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El oxígeno (O2) es un elemento esencial para la vida aeróbica, no obstante también puede ser agente de daño mediado por
sobreproducción de especies reactivas del O2 (ERO). La hiperoxia -o aporte de dosis excesivas de O2 -, es muy frecuente en la clínica
y tiene efectos perjudiciales que han sido reportados tanto a nivel pulmonar como sistémico, determinando incremento de la
mortalidad en pacientes graves. Si bien los efectos a largo plazo de la hiperoxia son conocidos, no existe actualmente evidencia sobre
las consecuencias de la exposición transitoria en el tejido pulmonar. La hiperoxia puede generar alteraciones a nivel celular en pocos
minutos, no obstante los bio-marcadores disponibles están vinculados a la injuria celular establecida y no contamos con indicadores
precoces de estrés tisular que identifiquen un efecto perjudicial con alta sensibilidad. En el presente proyecto hemos desarrollado y
puesto a punto un modelo animal para el análisis in vivo de las consecuencias de la hiperoxia aguda en el tejido pulmonar. Nuestros
resultados indican que con el protocolo de exposición utilizado no existe daño establecido, evaluado a través de la histología
convencional y marcadores de lesión en lavado bronquioalveolar de ratones. Al momento, tenemos resultados alentadores en cuanto
al análisis de imagen intra vital del tejido pulmonar por microscopía de dos fotones, no obstante resta por completar el proceso
experimental para determinar si la hiperoxia determina cambios metabólicos en en tejido pulmonar. Conocer las alteraciones
precoces por hiperoxia es fundamental para establecer un umbral seguro de exposición y prevenir la toxicidad aguda del oxígeno
sobre el tejido pulmonar.
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El oxígeno (O2) es esencial para la vida aeróbica: la generación de energía está acoplada a la respiración celular y el O2 actúa como
aceptor final de electrones tras su paso por la cadena mitocondrial. La producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) es el costo
oxidativo que pagan las células por su actividad respiratoria mitocondrial. Una fuente de formación del radical superóxido (O2•−) es
la "fuga de electrones" hacia el O2, principalmente desde los complejos I y III de la cadena mitocondrial. En condiciones normales
menos del 0,2% del oxígeno es reducido a O2•-, no obstante, esto puede incrementarse cuando existe un aporte excesivo de O2 u
otras condiciones patológicas (1). El aumento de ERO determina la acumulación de productos oxidados en biomoléculas como
proteínas o lípidos, generando daño que puede comprometer la viabilidad celular y se conoce como estrés oxidativo. Las células de
mamíferos poseen sistemas antioxidantes que contrarrestan este riesgo (2–4), sin embargo, cuando estos fallan o la producción de
ERO sobrepasa su capacidad antioxidante, existen profundas alteraciones en la fisiología celular que son, en efecto, la base
patogénica de múltiples enfermedades (5,6). En medicina, el O2 es el pilar fundamental del tratamiento de la insuficiencia respiratoria
y representa actualmente la droga más utilizada en áreas asistenciales (7,8). La hiperoxia -o aporte de dosis excesivas de oxígeno-,
determina efectos perjudiciales que han sido reportados tanto a nivel pulmonar como sistémico (9–12). Los estudios en pacientes
graves en ventilación mecánica (VM) sugieren que la hiperoxia determina peores resultados clínicos e incrementa la mortalidad (13–
16). En distintos sub-grupos de pacientes críticos se ha observado el efecto deletéreo del aporte excesivo de O2. Así, en la
resucitación post-paro cardio-respiratorio (17,18), el infarto agudo de miocardio (19) y el shock séptico (20) ha sido demostrado el rol
perjudicial de la hiperoxia. No obstante, la presencia de hiperoxia es un escenario frecuente en áreas de emergencia, anestesia y
medicina intensiva (21–23). Una de las barreras que existe para lograr una terapéutica adecuada que evite sus consecuencias, es la
dificultad para objetivar en el corto plazo sus efectos perjudiciales.
La lesión pulmonar aguda inducida por hiperoxia o HALI (del inglés, Hyperoxic Acute Lung Injury) ha sido bien caracterizada en
modelos animales y presenta, al igual que otros tipos de injuria aguda, una fase inicial exudativa - inflamatoria, establecida luego de
24 – 72 h de exposición. En esta etapa se identifica edema intersticial y muerte celular por necrosis de células del epitelio alveolar y
endoteliales (24–26). Entre las alteraciones funcionales se destaca el efecto sobre el surfactante pulmonar, con cambios en la
composición fosfolipídica y en su función tenso-activa (27–30). Además del daño primario, la hiperoxia ha sido postulada como agente
importante de lesión sobre-agregada a otra patología pulmonar preexistente. Este “second hit” puede incrementar significativamente
el daño generado por el síndrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) de otra causa o la lesión pulmonar asociada a la ventilación
mecánica (VILI, siglas en inglés de: Ventilator-Induced Lung Injury) (31). La evidencia experimental sugiere que el daño provocado
por estrés tisular se exacerba si existe hiperoxia concomitante (32). En modelos de roedores, la VM con altos volúmenes corrientes y
fracción inspirada de O2 (FiO2) de 1, determina mayor lesión pulmonar que los ventilados con normoxia (FiO2 de 0,21) (33–37).
Estudios en humanos sometidos a hiperoxia observaron alteración en la permeabilidad alvéolo-capilar (38), peoría del intercambio de
gases (39), e incremento de los marcadores plasmáticos de estrés oxidativo (40). Además, otros efectos perjudiciales de aportar
elevadas FiO2 ocurren en la hipercapnia severa en pacientes con patología pulmonar crónica (41), el shunt intrapulmonar por
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atelectasias (42) y la predisposición a neumonía asociada a la ventilación mecánica (43,44). La exposición a dosis elevadas de
oxígeno por pocos minutos puede determinar consecuencias pulmonares y sistémicas. La evidencia existente destaca efectos
vasculares con alteraciones tanto macro como micro-hemodinámicas (45–48). Sin embargo, los efectos en el tejido pulmonar de esta
hiperoxia transitoria se desconocen. La evidencia disponible es sobre efectos a mediano o largo plazo (49–52), cuando el daño tisular
ya está instaurado y existen diversos marcadores de lesión pulmonar aguda establecida (53,54). Actualmente no se dispone de
marcadores de estrés tisular para identificar alteraciones que precedan a la lesión pulmonar, como existen por ejemplo, para la
injuria renal aguda (53,55,56). La toxicidad por oxígeno determina profundas modificaciones metabólicas (26,57,58) y experimentos in
vitro sugieren que la hiperoxia puede generar alteraciones a nivel celular en pocos minutos (59), afectando la cadena respiratoria
mitocondrial y la fosforilación oxidativa (60,61) y comprometiendo el consumo celular de oxígeno (62) y el metabolismo glucolítico
(62,63). Las coenzimas mitocondriales nicotinamida adenina dinucleótido (del inglés, nicotinamide adenine dinucleotide, NADH) y flavín
adenín dinucleótido (del inglés, flavin adenine dinucleotide, FADH2) son los transportadores primarios de electrones hacia la cadena
respiratoria mitocondrial. Luego de la transferencia de electrones a los complejos I y II de la cadena respiratoria mitocondrial se
oxidan a NAD+ y FAD+ respectivamente (2). La relación entre las formas oxidada y reducida de NAD (NAD+/NADH) se correlaciona con
cambios en el estado metabólico celular (64,65). La autofluorescencia de NADH se puede utilizar como marcador del estado
metabólico celular, y representa una herramienta muy valiosa para evaluar el estado redox de células y tejidos (66), no obstante, a
diferencia de NADH, el NAD+ no puede ser detectada por métodos de fluorescencia. En la células el NADH se encuentra básicamente
en dos formas, unido a proteínas (protein-bound NADH) y libre (free-NADH), la relación entre estas formas se correlaciona con el
índice metabólico NAD+/NADH (67–69). NADH es el principal aceptor de electrones en la glucólisis y dador de electrones en la
fosforilación oxidativa, el descenso en el free-NADH celular evidencia un aumento de la fosforilación oxidativa, por el contrario, un
cambio metabólico hacia la vía glucolítica se relaciona con un incremento de esta forma libre de NADH (68). El tiempo de vida
(lifetime) es un rasgo característico de una molécula fluorescente. La cuantificación del tiempo de vida mediante microscopía
[fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM)] de moléculas auto-fluorescentes intracelulares permiten hacer un mapa de
fluorescencia de las moléculas endógenas. Un elemento importante del análisis de tiempo de vida es su valor cuantitativo e
independiente de la concentración, factor clave y no siempre considerado en los experimentos de análisis redox de la fluorescencia
del NADH y FAD+ por intensidad. Actualmente la microscopía FLIM es ampliamente utilizada para estudiar metabolismo celular de
forma no invasiva y sin necesidad de teñir la muestras con fluoróforos exógenos (label-free) (69–71). El NADH libre y unido a proteínas
tienen diferentes tiempos de vida (0.4 ns y 3.4 ns, respectivamente), lo que permite diferenciar ambas formas y utilizar su relación
como un índice del estado metabólico celular (72). Nuestros resultados preliminares sugieren que la ventilacio ́n mecánica con
hiperoxia determina alteraciones pulmonares precoces que preceden al pico de inflamación aguda, algo hasta ahora no demostrado
en períodos breves con exposicio ́n menores a 4 horas. El estrés oxidativo que determina la hiperoxia puede dan ̃ar componentes
esenciales de la cadena respiratoria mitocondrial y determinar profundas alteraciones del metabolismo celular, au ́n en cortos
peri ́odos de exposición (26,58). En este proyecto nos proponemos profundizar el estudio de marcadores de daño pulmonar agudo por
hiperoxia mediante un modelo animal, poniendo a punto el análisis por microscopi ́a de dos fotones del índice metabólico tisular, como
indicador de alteración bio-energe ́tica que precede a la injuria pulmonar establecida. 

Hipótesis de investigación:
Nuestra hipótesis es que la hiperoxia por cortos periodos de tiempo determina efectos perjudiciales sobre el tejido pulmonar. Las
alteraciones en el metabolismo celular pueden presentarse de forma precoz y preceder a la injuria establecida por lo que la
aplicación de métodos como el análisis de relación de NADH libre y unido a proteínas por FLIM y microscopía de dos fotones permite
incrementar la sensibilidad en la evaluación de las alteraciones determinadas por la hiperoxia en la fisiología pulmonar.

Objetivo general:
El objetivo general del proyecto es evaluar en un modelo experimental los efectos de la hiperoxia transitoria sobre el sistema
respiratorio, analizando marcadores de daño pulmonar, respuesta inflamatoria, cambios bioquímicos, consecuencias funcionales y
alteraciones bio-energéticas del tejido pulmonar. 

Objetivos específicos
Poner a punto un modelo de exposición a hiperoxia durante la ventilación mecánica en ratones. 
Evaluar la presencia de injuria pulmonar mediante marcadores en el LBA de ratones.
Análisis histológico de daño pulmonar y marcadores de estrés oxidativo.
Evaluar los cambios en la relación de NADH libre y unido a proteínas por FLIM y microscopía de dos fotones intravital.

Se desarrolló un sistema de ventilación mecánica para pequeños animales, adaptado a un mezclador de oxígeno y aire medicinal con
aporte de dosis precisas de oxigenoterapia durante la ventilación mecánica. Se logró un plano anestésico óptimo con el aporte
intraperitoneal de ketamina y xilazina, permitiendo estabilidad cardio respiratoria durante todo el experimento. Se adquirió
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equipamiento para monitorización fisiológica de pequeños animales, como una sonda rectal con termómetro para control de la
temperatura corporal y regulación de la fuente externa de calor, además se incorporó un saturómetro de pulso que permitió la
monitorización continua de la saturación de oxígeno. Durante los experimentos se realizaron medidas de la mecánica ventilatoria
mediante la maniobra de oclusión al final de la expiración utilizando transductores de presión y flujo en vía aérea, sistema de
adquisición de señales powerLab y software labchart. Al final del experimento se realizó la eutanasia por exsangunación y
extracción de sangre intracardíaca para gasometría arterial y cuantificar la hiperoxemia resultante. Para la obtención de muestras
pulmonares se puso a punto la técnica de ligado del bronquio fuente derecho y lavado bronquio alveolar (LBA) selectivo unipulmonar
izquierdo, mientras que el pulmón derecho se fijó en parafina, para corte y tinción con hematoxilina - eosina para estudio histológico.
El análisis de las muestras de LBA incluyó el conteo de células en las muestras frescas mediante microscopia óptica en cámara de
Neubauer, la cuantificación de proteínas totales mediante técnica colorimétrica del ácido bicinconínico y de citoquinas inflamatorias
como interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral α (TNF-α) mediante la utilización de un Kit de ELISA comercial. El análisis del
tejido pulmonar fijado y teñido con hematoxilina y eosina se realizó mediante el software 2D-ICS-Lung desarrollado por la Ing.
Micaela Lopasio de la Unidad de Bioimagenología Avanzada. En otro grupo de ratones se aplicó el mismo protocolo de anestesia y
diseñó un abordaje quirúrgico de ventana torácica durante la ventilación mecánica para visualización microscopía intra vital. Para
esto se fabricó una plataforma plástica con una apertura adaptable a un porta objetos que permitió adaptar el tórax del ratón en
ventilación mecánica al microscopio, para obtener imágenes del tejido pulmonar en tiempo real. Para utilizar el dihidroethidium (DHE)
como un marcador del estrés oxidativo resultante de la hiperoxia, se administró la droga mediante inyección intraperitoneal y
visualización de los cambios a nivel del tejido pulmonar en microscopio confocal. Para el análisis de imágenes tanto de microscopía
intravital como de estudio histológico convencional, se contó con el apoyo del investigador contratado, Ing. Rodrigo Blanco, quien
participó en el desarrollo y utilización de sistema informático automatizado para análisis de datos de imágenes digitales.

Uno de los principales objetivos del proyecto fue diseñar y poner a punto un novedoso modelo animal para poder estudiar el
comportamiento metabólico del tejido pulmonar en el animal vivo durante la ventilación mecánica con hiperoxia. Esto representó un
gran desafío, ya que si bien hay experiencia internacional en órganos sólidos como hígado y riñón, el tejido pulmonar en el animal vivo
tiene movimientos ventilatorios que dificultan la adquisición de imágenes. Se logró la visualización microscópica en tiempo real del
tejido pulmonar de ratones anestesiados y en ventilación mecánica gracias al diseño de un set up experimental que permitió adaptar
al animal vivo a una plataforma de microscopía (Figura 1). Se obtuvieron imágenes mediante microscopía confocal pulmonar con
resolución de nivel alveolar, utilizando la autofluorescencia del tejido pulmonar, pudiendo identificar in vivo estructuras alveolares y
sus componentes celulares, vasos sanguíneos y sectores de pequeña vía aérea (Figura 2). Otro resultado fundamental en la puesta a
punto del modelo fue el estudio piloto con DHE, en el que se logró visualizar la distribución de este componente en el tejido pulmonar
luego de la inyección intra peritoneal en ratones control, permitiendo optimizar la técnica para el uso luego de exposición a hiperoxia
(Figuras 3 y 4). 
Análisis de la inflamación y daño pulmonar: En el estudio histológico de los cortes de tejido pulmonar se cuantificó el grosor de
tabique alveolar y el espacio aéreo de los ratones WT sometidos a ventilación mecánica con y sin hiperoxia, no encontrando
diferencias estadísticamente significativas en estos parámetros de daño histológico (Figura 5). En el estudio bioquímico de las
muestras de LBA no encontramos diferencias entre ratones con hiperoxia y control en el número total de células, ni en la
cuantificación de proteínas totales del LBA (Figuras 6 y 7) . El análisis de citoquinas pro inflamatorias, no se observaron diferencias
en la concentración de TNF-α en LBA, mientras que en la cuantificación de IL-6 observamos una tendencia al aumento en el grupo
hiperoxia, aunque estas diferencias no fueron estadísticamente significativas (Figuras 8 y 9). Estos resultados observados hasta el
momento están dentro de lo esperado, nuestra hipótesis de trabajo es que la hiperoxia por corto período de tiempo determina
cambios a nivel tisular y celular pulmonar, que preceden al daño estructural establecido. Es fundamental para el proyecto completar
los datos experimentales de los cambios metabólicos mediante microscopía de dos fotones in vivo, que por problemas técnicos del
microscopio, con daño del láser, no pudimos completar. El equipo actualmente se encuentra reparado y en pleno funcionamiento, por
lo que es de esperar que podamos en corto plazo tener los resultados de este objetivo específico, dado que el modelo ya fue puesto a
punto y contamos con resultados preliminares alentadores. Esperamos encontrar cambios en el estrés oxidativo con la formación de
2-Hydroxyetidium (2-OH-E+) y del metabolismo del tejido pulmonar a través de la autofluorescencia del NADH y NADH libre que
confirmen nuestra hipótesis de trabajo. 

El presente proyecto tuvo como propósito profundizar en la comprensión de los efectos tempranos de la hiperoxia sobre el tejido
pulmonar, particularmente en el contexto de la ventilación mecánica. A pesar de que el oxígeno constituye un recurso terapéutico
esencial en la práctica clínica, existe creciente evidencia de que su administración en concentraciones elevadas puede inducir
efectos deletéreos tanto a nivel pulmonar como sistémico. Sin embargo, gran parte del conocimiento disponible se centra en etapas
tardías del daño pulmonar, cuando los procesos inflamatorios y estructurales ya están establecidos. En este sentido, la principal
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contribución de este trabajo radica en abordar el período precoz de exposición a hiperoxia, explorando la hipótesis de que las
alteraciones metabólicas y bioenergéticas preceden al desarrollo de la lesión pulmonar aguda manifiesta.

Uno de los logros más relevantes del proyecto fue el desarrollo y validación de un modelo experimental de ventilación mecánica en
ratones que permite administrar fracciones inspiradas de oxígeno con precisión y evaluar en tiempo real la fisiología pulmonar. La
implementación de este sistema implicó la integración de diversas herramientas de monitorización fisiológica, medición de la
mecánica respiratoria y adquisición de señales, así como el diseño de un abordaje quirúrgico que posibilitó la observación
microscópica intravital del pulmón en animales anestesiados y ventilados. Este avance metodológico resulta particularmente
significativo, dado que el estudio del pulmón in vivo presenta desafíos técnicos considerables debido al movimiento respiratorio y a
las características anatómicas del tejido pulmonar. La obtención de imágenes con resolución alveolar mediante microscopía confocal
y la visualización de estructuras celulares, vasculares y de pequeña vía aérea constituyen un aporte relevante para futuras
investigaciones en fisiología pulmonar y medicina crítica experimental.

En relación con los objetivos orientados a evaluar marcadores clásicos de lesión pulmonar, los resultados obtenidos no evidenciaron
diferencias estadísticamente significativas entre los animales sometidos a ventilación mecánica con hiperoxia y los controles en
parámetros histológicos ni en los principales marcadores bioquímicos analizados en el lavado broncoalveolar. Específicamente, no se
observaron cambios relevantes en el grosor del tabique alveolar, el espacio aéreo, el recuento celular ni en la concentración de
proteínas totales. Asimismo, los niveles de la citoquina proinflamatoria TNF-α no mostraron variaciones significativas entre los grupos
experimentales. Si bien se identificó una tendencia al aumento de interleuquina-6 en el grupo expuesto a hiperoxia, esta diferencia no
alcanzó significación estadística. Estos hallazgos son coherentes con la hipótesis planteada inicialmente, que propone que períodos
breves de hiperoxia no necesariamente generan alteraciones estructurales detectables mediante métodos histológicos
convencionales ni desencadenan una respuesta inflamatoria marcada en las etapas más tempranas de exposición.

En este contexto, los resultados obtenidos refuerzan la necesidad de emplear herramientas más sensibles que permitan detectar
modificaciones funcionales y metabólicas precoces en el tejido pulmonar. El desarrollo del modelo experimental y la implementación
de técnicas de microscopía intravital representan un paso fundamental para avanzar en esta dirección. Particularmente, el análisis
del metabolismo celular mediante la evaluación de la autofluorescencia del NADH y la relación entre sus formas libre y unida a
proteínas mediante microscopía de dos fotones y técnicas de fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) constituye una
estrategia prometedora para identificar alteraciones bioenergéticas tempranas asociadas al estrés oxidativo inducido por hiperoxia.
La evidencia experimental sugiere que estas modificaciones metabólicas pueden ocurrir en escalas temporales muy breves,
afectando procesos centrales como la fosforilación oxidativa mitocondrial y el equilibrio redox celular.

Si bien dificultades técnicas asociadas al funcionamiento del equipo de microscopía impidieron completar durante el período del
proyecto el análisis metabólico mediante FLIM, la reparación y puesta en funcionamiento del sistema permite prever la obtención de
estos datos en el corto plazo. La disponibilidad de un modelo experimental ya optimizado y de resultados preliminares alentadores
proporciona una base sólida para continuar esta línea de investigación y profundizar en la caracterización de los mecanismos
fisiopatológicos involucrados en la toxicidad por oxígeno.

En conjunto, los resultados del proyecto sugieren que la exposición breve a hiperoxia durante la ventilación mecánica no produce, en
etapas iniciales, signos evidentes de lesión pulmonar estructural ni una respuesta inflamatoria significativa detectable mediante
marcadores tradicionales. No obstante, estos hallazgos no descartan la presencia de alteraciones subcelulares o metabólicas
tempranas que precedan al daño tisular establecido. Por lo tanto, la incorporación de herramientas avanzadas de bioimagen y
análisis metabólico resulta esencial para comprender de manera más completa los efectos precoces de la hiperoxia sobre el tejido
pulmonar. Este conocimiento podría contribuir en el futuro al desarrollo de marcadores tempranos de estrés tisular y a la
optimización de las estrategias de administración de oxígeno en pacientes críticos, con el objetivo de maximizar sus beneficios
terapéuticos y minimizar sus potenciales efectos adversos.
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