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RESUMEN

La exposicién a largo plazo de agentes nocivos, principalmente a humo de cigarro, genera
padecimientos como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). La evaluacion
completa sobre los cambios que presenta en la funcion pulmonar, se pueden realizar con
el sistema de pletismografia barométrica de cuerpo completo en libre movimiento. Se
utilizaron cobayos hembras que fueron expuestos al humo de 20 cigarros sin filtro por dia,
5 dias a la semana, cubriendo un total de 10 semanas (grupo EPOC, n = 8), y se
compararon con cobayos hembras no expuestas de la misma edad (grupo control, n = 8).
Las pletismografias se realizaron en ambos grupos, posteriormente se realizd6 la
histologia pulmonar. Resultados: Al final del periodo de exposicion, los cobayos en el
grupo de EPOC tenian mayor frecuencia respiratoria (F), mientras que el ciclo de trabajo
(Ti /Ttot) no se vio afectado. Disminuyeron los siguientes parametros, el volumen minuto
(MV) y el flujo espiratorio 50 (EF50); sin embargo, el grupo de EPOC siempre se mantuvo
mas alto que el grupo control. La Pausa Mejorada (Penh) fue menor en EPOC mientras
gue el tiempo de frenado (TB), vy el radio del pico de flujo espiratorio (Rpef) fueron
mayores en el grupo de EPOC. Todos los cobayos expuestos al humo de cigarro
desarrollaron lesiones de enfisema en sus pulmones y en comparacion con el grupo
control, ganaron muy poco peso. Conclusiones: En este modelo de EPOC, la exposicion
al humo de cigarrillo producen cambios en la pletismografia barométrica en animal en libre
movimiento, caracterizado por un patron de respiracion poco profunda con una
disminucion de Penh y una tendencia hacia el aumento de EF50 (probablemente debido a

la disminucion de la retraccion elastica), el aumento del TB (lo que sugiere estrechamiento
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de laringe), y una tendencia de aumento de MV (probablemente debido a una mayor tasa
metabdlica). Muchos de estos cambios funcionales se parecen a los observados en los
pacientes con EPOC y con esto corroboramos la idoneidad de este modelo animal para el

estudio de la EPOC.

INTRODUCCION

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), es un proceso patoldgico
tratable y prevenible, que se encuentra determinado por una limitacion
parcialmente reversible al flujo aéreo [ALAT, 2014] [Papandrinopoulou et al., 2012]
[Vestbo et al. 2013]. Otra caracteristica es que la designan como “progresiva”, es
decir empeora con el transcurso del tiempo, teniendo asi niveles de gravedad para
su valoracion [ALAT, 2014].

El EPOC se encuentra asociado a la destruccion del parénquima pulmonar
(enfisema) debido a respuestas inflamatorias crénicas de las vias aéreas y
pulmonares (bronquitis), causadas por la inhalacion de gases o particulas nocivas
(Figura 1). Siendo el humo de tabaco la principal causa a nivel mundial y el humo
de lefia en segundo lugar en paises en vias de desarrollo como México [Hu et al.,

2010][ Montafio et al., 2009][ Pérez et al.,1996] [Shapiro e Ingenito, 2005].



Enfermedades que comprende el EPOC

EPOC

ENFISEMA:
Destruccion alveolar

BRONQUITIS CRONICA:
Inflamacion de
bronquios por agentes
nocivos

Figura 1. El EPOC es una enfermedad respiratoria producto de la bronquitis
crénica y del enfisema pulmonar. Imagen modificada de:
http://terapiaherbal.com/el-enfisema-f%EF%BF%BDcil-las-causas-y-los-
s®%EF%BF%BD-ntomas-el-tratamiento-del-enfisema-f%EF%BF2%BDcil y
http://pressionem.info/asma-epoc-enfermedad-pulmonar-obstructiva-crnica-2/
Sin embargo, la exposicion a largo plazo a otros irritantes de los pulmones como el
aire contaminado, los vapores quimicos o el polvo, también puede contribuir a la
enfermedad ya que muchos pacientes con EPOC nunca han fumado [Pérez et al.,
2012][Salvi y Barnes, 2009]. Los pacientes con EPOC pueden presentar sintomas
tales como tos con producciéon de grandes cantidades de mucosidad, sibilancias
(silbidos o chillidos al respirar), dificultad al respirar (disnea) y presién en el pecho,
dependiendo en forma individual de cada paciente, a su vez puede coexistir con

otras enfermedades como hipertensién, osteoporosis, depresion, cancer pulmonar,

infecciones respiratorias incluso diabetes [Vestbo et al., 2013].

El impacto causado por EPOC sobre la morbilidad-mortalidad, no se encontraba
totalmente definido; esto se debe a que las definiciones sobre EPOC eran
imprecisas y variables, pues muchas veces se confundia con otras enfermedades

respiratorias, principalmente con asma [Doina et al., 2007]. No es sino hasta 1998,



cuando surge un grupo de investigadores con objetivos bien definidos para
realizar guias diagnésticas y estandarizadas, como la Global Initiative for Chronic
Obstuctive Lung Disease o mejor conocida como “GOLD” y asi poder en la
actualidad diferenciar y poder describir mejor la patologia de la EPOC (Tabla 1).
Es por ello que se define a la EPOC como una enfermedad relativamente nueva
debido a su complejidad y semejanza con otras enfermedades respiratorias.

La prevalencia de la EPOC en la poblacibn mundial se estima que es
aproximadamente del 1%, pero en ciudades con habitantes de edad mayor
(mayores de 40 afios) se eleva bruscamente a mas del 10% ,subiendo el
porcentaje conforme aumenta la edad [Halbert et al., 2006]. Un ejemplo de ello es
el estudio realizado por el Proyecto Latinoamericano de Investigaciéon en
Obstruccion Pulmonar [PLATINO, 2006] en el cual se observa la prevalencia de
EPOC en paises latinoamericanos, donde fue mayor en hombres fumadores

mayores de 60 afos [Menezes, 2007] [PLATINO, 2006] (Véase Fig. 2).

Algunas diferencias entre asma y EPOC

Indicadores ASMA EPOC

Edad mads frecuente | Menores a 40 afios Mayores a 40 afios

Sexo Indistinto Predominio en hombres

Antecedentes Historia de alergias y asmas | No frecuente

familiares

Antecedentes Historia de alergia y crisis de | tabaquismo

personales disnea con tos

Enfermedades Rinitis, dermatitis, hipertension, osteoporosis, depresion, cancer pulmonar,

asociadas conjuntivitis infecciones respiratorias incluso diabetes

Sintomas Tos, disnea, escasa Tos, disnea, expectoracion
expectoracion

Tabla 1. Caracteristica tipicas de cada enfermedad, sin embargo, dichos rasgos dependen de
cada individuo



Estudio Platino 2006, sobre la prevalencia de EPOC

15.80%

19.70%

16.90%

Figura 2. La prevalencia de EPOC en paises latinoamericanos no ha cambiado
desde el 2006, siendo para San Pablo de 15.8%, 7.8% para Meéxico, 19.7% pard
Montevideo, 16.9% para Santiago y 12.1% para Caracas. Imagen modificada
de:http://buenosairesyargentina.blogspot.mx/2014/09/hispanoamerica-
iberoamerica-y.html

Datos de la Organizacion Mundial de la Salud sugieren que para el afio 2030 esta
enfermedad pasara al tercer lugar como causa de mortalidad general [OMS,
2004].

Como se ha visto el EPOC es un gran problema para el sector salud, pero viendo
cifras, también es un gran problema en el sector econébmico para el gobierno.
Veamos porque:

El impacto econdmico que representa el consumo de tabaco al sistema de salud
mexicano, solamente por costos de atencion médica de las cuatro principales

enfermedades (cancer de pulmoén, infarto agudo de miocardio, enfermedad



cerebro vascular y enfermedad pulmonar obstructiva cronica) se estimo en 43 000
millones de pesos anuales [Reynales et al., 2006].

No obstante, el sector salud destina solamente 20 000 millones de pesos anuales
para atender el tabaquismo, de los cuales Unicamente para el Instituto Mexicano
del Seguro Social [IMSS, 2004], los costos directos de la atencion a los pacientes
con EPOC representaron la cantidad de 1469 millones de pesos [Duran et al.,
2015].

Si bien histéricamente se habia examinado la mayor prevalencia de la enfermedad
entre los varones debido al ambito tabaquico, estudios muestran que los efectos
adversos del tabaquismo sobre la funcion pulmonar pueden ser mayores en
mujeres que en hombres y por ende las mujeres son mas propensas a desarrollar

EPOC [Prescott et al., 1997][Sorheim et al., 2010].

EPOC

El EPOC, es una enfermedad que se define como una inflamacion a la respuesta
del sistema inmune, presentando destruccion del parénquima pulmonar, pérdida
de la elasticidad pulmonar y por ende un cierre de las vias aéreas pequefias
causando obstruccion respiratoria; todo este proceso es debido a una sefial de
dafio por productos toxicos del cigarro, humo de lefia o cualquier agente nocivo.

Cuando el humo de cigarro entra al organismo, al ser un agente nocivo, nuestro
sistema inmune actda produciendo inflamacion, donde se puede observar todos
los tipos de células inflamatorias (macrofagos, linfocitos NK, neutrdfilos,
eosinofilos). Dichas células liberan mediadores inflamatorios y dafian a las

estructuras del pulmén que a continuacion se explicaran y que se resumen en la
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fig.3 Los linfocitos NK y T secretan una citoquinas llamadas interferén gama (IFN-
Y) en el alvéolo, las cuales son las responsables de la activacidon de macréfagos
para la destruccion microbiana. Estos macréfagos al ser producidos por estimulos
inflamatorios, liberan factores quimiotacticos, tales como leucotrieno B4 y la
interleucina-8 para atraer neutrofilos. Estudios recientes se han basado
principalmente en la elastasa de dichos neutréfilos, proteinasa 3 y en las
catepsinas, ya que estas proteasas provocaron enfisema en los animales
experimentados [Stockley, 1999]. No obstante también estan ligadas en la
produccion de esputo en pacientes con EPOC [Barnes et al., 2003].

Otras proteasas que ayudan a la destruccion del parénquima pulmonar son las
metaloproteinasas, tales como MMP-2, MMP-9 y MMP-12 [Barnes y Celli, 2009].
Existe una teoria del desequilibrio entre proteasas y antiproteasas [Barnes et al.,
2003], donde se menciona que existen inhibidores de proteasas (1-antitripsina) en
el parénquima pulmonar y al menos tres inhibidores de las metaloproteinasas de la
matriz (TIMP-1, TIMP-2, y TIMP-3). Pero en los pacientes con EPOC la produccién
de antiproteasas es insuficiente para neutralizar a las proteasas y por ende su

danfo.
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Desarrollo de la Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

Activacion de macréfagos por
5/2_525:} agentes nocivos

Y;
/ Interleucinai 12(IL-12)
¥ g -

Linfocitos T Linfocitos NK Linfocitos CD8+

Estimulacion de la secrecion de
interferon gamal

<

A

Neutrofilos

PROTEASAS

Enfisema

Bronquitis Crénica

Figura 3. Cascada de reacciones causadas por el humo de cigarro que provocan
enfisema pulmonary bronquitis cronica

COBAYOS COMO MODELO EN EPOC

Se ha reportado en la literatura el uso de diferentes especies para desarrollar la
enfermedad. Sin embargo, el cobayo es el mejor modelo para el estudio del EPOC
por la similitud con los humanos en los procesos fisiolégicos de las vias

respiratorias [Muccitelli et al., 1987][Ressmeyer et al., 2006].
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Comparando con los otros roedores con mayor uso de experimentacion tales
como la rata y el raton, ambos no tienen verdaderos alvéolos en el nacimiento, se
desarrollan a partir entre los dias 4 y 14, mientras que los cobayos si presentan
alveolos en el nacimiento. Esto es importante ya que el espacio aéreo aumenta
progresivamente y puede ser interpretado con un falso enfisema [Wright et al.
2008].

Estudios relevan que la patologia por la exposicion de humo de cigarrillo es similar
en cobayos y humanos incluyendo neutrofilia aguda, desarrollo lento de
reclutamiento de monocitos, destruccion alveolar, secrecion de moco, incremento
de la permeabilidad epitelial, reflejos alterados e hipertension pulmonar. Ademas
se menciona que la anatomia y fisiologia de la via aérea en general es parecida a
la del humano, en el masculo liso, las lineas de epitelio pseudo estratificado de la
traquea, células caliciformes , glandulas mucosas, bronquio principal, nervios
vagales aferentes, incluyendo las fibras C y mecanorreceptores, que inervan el
pulmén [Canning y Chou, 2008].

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” se
desarroll6 un modelo de Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica inducido con
exposicién a humo de tabaco en cobayos donde se obtuvo un incremento de los
niveles plasméticos de Malondialdehido, asi como aumento en la actividad de la
enzima antioxidante superoxido dismutasa en los macrofagos del lavado
bronquialveolar, se encontraron alteraciones histologicas en las vias aéreas,
parénquima pulmonar y sistema vascular pulmonar, consistentes en la presencia
de enfisema, hipertension arterial pulmonar e hiperplasia del musculo liso; en

paralelo, el andlisis de la expresion génica y actividad enzimatica, mostraron
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incremento en las metaloproteinasas MMP-1,MMP-2, y MMP-9 concomitante con
la presencia de muerte celular por apoptosis. Comprobando asi las caracteristicas
morfologicas y bioquimicas que ocurren en la EPOC observada en humanos, asi
como en otros modelos experimentales inducidos con humo de cigarro y otros
agentes [Montafio et al., 2009]. No obstante no se han registrado en la literatura
los parametros fisioldgicos respiratorios de la enfermedad en modelos animales

mediante pletismografia barométrica de libre movimiento.

VOLUMENES PULMONARES Y PLESTISMOGRAFIA

Se le da el nombre de volumen corriente a la ventilacion normal, el volumen
exhalado al maximo se le denomina capacidad vital, pero aun asi algo de aire se
gueda en el pulmoén (volumen residual). La capacidad pulmonar total es la suma
de la capacidad vital mas el volumen residual.

Dichos voliumenes pulmonares se pueden estudiar en humanos mediante
espirometria. Sin embargo, el estudio en animales de laboratorio es diferente ya
gue en ellos no puedes controlar su respiracion es decir, no se le puede pedir al
animal que inhale al maximo o exhale, por lo que se utiliza otra técnica como la
pletismografia.

La pletismografia es una prueba de funcion respiratoria (PFR) bien estandarizada
gue ademéas de medir volimenes pulmonares, también mide las capacidades
pulmonares y resistencias de las vias aéreas [Vargas et al., 2010]. Esta prueba
implica que el volumen no cambia y las mediciones se llevan a cabo por cambios

de presion tomando en cuenta la Ley de Boyle en donde P1 V1 = P2 V2.
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Por lo tanto, en dicha técnica como el volumen es constante, el cambio en la

presion de la camara representa la diferencia entre la expansion/contraccion del

térax y el volumen corriente, asi simula la inspiracién/espiracion que realiza el

animal dentro de la camara. Los cambios de presidbn en la camara son

diferenciados para generar una sefial de

“pseudoflujo” que es posteriormente

analizada por el programa computacional, para obtener los siguientes parametros:

Tabla 2. Pardmetros pulmonares de la pletismografia de cuerpo completo

Parametros Abreviacion | Unidades Definicion

Frecuencia f rpm Numero de ciclos de respiracion

respiratoria completos por minuto

Volumen minuto MV mL/ min | Ventilacion total en un minuto

Volumen corriente VC mL Volumen de aire desplazado durante un
ciclo de respiracion

Tiempo de Te S Tiempo necesario para exhalar el

espiracion volumen corriente (VC)

Tiempo de Ti S Tiempo necesario para inhalar el

inspiracion volumen corriente (VC)

Ciclo de trabajo Ti/Ttot Sin Es un determinante importante del grado

unidad | de estrés al que estan sometidos los

grupos de musculos respiratorios .Se
mide con el tiempo de inspiracion (Ti)
con relacion a la duracion total de un
ciclo de respiracion (Ttot)

Flujo espiratorio PEF mL/s El valor mas alto medido durante la fase

maximo espiratoria

Flujo inspiratorio PIF mL/s El valor mas alto medido durante la fase

maximo inspiratoria

Tiempo de B % Elongacién del periodo desde el final de

frenado la inspiracion hasta el inicio de la
espiracion

Tiempo de pausa TP % Elongacién del periodo desde el final de

la espiracion hasta el inicio de una
nueva inspiracion
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Tiempo de Tr S Tiempo necesario para lograr el 64% de

relajacion cambio de presion en la camara
pletismografica durante la fase
espiratoria

Pausa PAU S Tiempo que tarda en espirar el 36%

comparacion con la cantidad inicial de
tiempo que tarda en espirar el primer
64% de la presion espiratoria total
PAU=(Te-Tr)/ Tr

Flujo espiratorio al EF50 mL/s Flujo espiratorio a la mitad del volumen
50% corriente
Pausa mejorada Penh Sin indice que combina las sefiales de

unidad | presion de la caja tanto de inspiracion
(PIF) como de espiraciéon (PEF), con la
comparacién de tiempo de vencimiento
temprano y tardio (PAU).
Penh = (PAU)(PEF / PIF)

rpm=respiraciones por minuto

JUSTIFICACION

La evaluacion de las mediciones fisiologicas pulmonares en animales de
laboratorio es una herramienta esencial en muchas &reas de investigacion.
Recientemente la pletismografia ha ganado amplio uso, sin embargo no se tienen
datos bibliograficos en mediciones con EPOC en modelo de cobayo (Cavia
porcellus), ya que la mayoria de los trabajos son datos morfolégicos y
moleculares. Por otra parte, la EPOC es un problema de salud publica y la mayor
causa de morbilidad cronica en el mundo. Muchas personas sufren de esta
enfermedad durante afios y mueren prematuramente por ella o por sus
complicaciones. También es un gran problema econdmico ya que solo el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS, 2004) gasta 1469 millones de pesos para

atender a pacientes con EPOC. Por dichos motivos es importante desarrollar un
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modelo en animales para poder interpretar los parametros respiratorios que se

asemejan con pacientes que padecen de EPOC para investigaciones futuras.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Efectuar pletismografias de cuerpo completo de libre movimiento en un
modelo de cobayo para el estudio de los parametros fisiolégicos en EPOC
por induccién con humo de cigarro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Desarrollar en cobayos (Cavia porcellus) una metodologia especifica
para la induccion de EPOC con humo de cigarro.
e Realizar y contrastar la pletismografia de animal en libre movimiento, asi

como entre animales con EPOC y Controles.

HIPOTESIS

Si la pletismografia barométrica de cuerpo entero en libre movimiento, en animales
de laboratorio, se basa en los cambios de presiones dentro de la camara
pletismografica, midiendo parametros respiratorios, entonces, dicha técnica podra
ser utilizada para estudios futuros, en modelos animales con patologias
pulmonares diversas, como seria en este caso, encontrando variaciones entre el
grupo sano y el grupo con EPOC. Con esto se podréa contribuir con 14 pardmetros

respiratorios, para poder comparar entre lo fisioldgico y la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS
DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) hembra de dos meses de edad (peso 350-
400g), mantenidos en condiciones de bioterio de acuerdo a la NORMA Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-1999, para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio. Se utilizaron 16 animales y se dividieron en dos grupos:
GRUPO CONTROL: Cobayos normales (n =8)

GRUPO EPOC: Cobayos inducidos a la enfermedad con humo de cigarro (n=8).
Ambos grupos fueron marcados con colorantes de plumones de distintos colores
para asi llevar un registro. Se utilizé dicha técnica por su aplicacion rapida y por
ser indoloro para el animal.

Posteriormente a la técnica del marcaje, se pes6d a cada animal para llevar un
control y asi proceder colocandolos en camaras pletismograficas para medir los
pardmetros fisiolégicos pulmonares.

El estudio fue aprobado por nuestro comité institucional de Ciencia y bioética.
PLETISMOGRAFIA DE ANIMAL EN LIBRE MOVIMIENTO

La camara pletismografica para animales en libre movimiento (Buxco Electronics
Inc, EUA), es una camara de acrilico la cual consta de dos orificios para la entrada
de un flujo de aire constante (aprox.10ml s-1) que no interfiere con las sefales

respiratorias del animal. La cAmara fue conectada a una bomba de aire y por ende
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hay una succion de aire con el fin de medir el cambio de presion ejercida por el
animal al respirar.

La presion dentro del pletismégrafo fue medida por un transductor de presion
diferencial (SCXLO04DN SenSym, CA, EUA) conectado a un amplificador y
continuamente analizada a través de un programa computacional especifico.
(véase figura 4).

Ya colocados los ejemplares en las camaras pletismograficas, se procedioé con el
registro, el cual el programa considera 5 minutos para aclimatar al animal, luego
de este punto, los parametros respiratorios se registraron cada 2 segundos,

teniendo datos durante 90 minutos.

EXPOSICION A HUMO DE TABACO.

Existen 2 formas de administrar el humo de tabaco. El denominado “nose only” es
donde la combustidon de los cigarros es directamente a la nariz del animal y el
utilizado en éste proyecto, el llamado “whole body”, donde el grupo experimental
se les indujo la enfermedad en una camara de exposicién de acrilico con las
siguientes medidas: 100cm largo x 60cm de ancho X 80cm alto. Dicha camara se
encontraba conectada a una bomba la cual hace la funcion de crear un vacio de
aire y asi producir la combustién de los cigarros. La induccidon consto de 20
cigarros sin filtro al dia, de los cuales se dividieron en 4 etapas, es decir se
colocaron 5 cigarros, después de su combustion se dejo al animal respirar el humo
por 20 minutos apagando la bomba, posteriormente se prendié la bomba por 15
minutos con el fin de la recuperacién del animal. Una vez concluido el tiempo se

prosiguié con los siguientes 5 cigarros hasta completar los 20 por dia en un
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periodo de 5 dias a la semana, por 10 semanas para inducir la enfermedad (Figura
5).
Este modelo experimental se encuentra ya estandarizado en el Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias.[Vargas et al., 2010]

Sistema de pletismografia para cobayos en libre
movimiento

Figura 4. La pletismografia para animales en libre
movimiento es una cdmara de acrilico(A), la cual contiene
entradas para aire continuo(B), mangueras para succion del
aire(C) conectadas a una bomba de aire (D) y un transductor
de presion diferencial muy sensible (E) conectado a un
amplificador (F) continuamente analizado a través de un
programa computacional especifico.
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Modelo de induccion a EPOC

Figura 5. El modelo de induccion por humo de cigarro consta de colocar a los cobayos en
una caja de acrilico, la cual tiene dos tubos de metal, en donde son colocados los cigarros
sin filtro. Con la ayuda de una bomba (succiona aire) se produce la combustion de los
cigarros y asi los cobayos respiran el humo.

Concluido el periodo de 10 semanas de induccion, el grupo experimental fue
colocado de la misma forma que el grupo control en las camaras pletismograficas

para asi poder comparar y evaluar los parametros respiratorios.

HISTOLOGIA PULMONAR
Todos los animales fueron sacrificados colocandoles pentobarbital (2,5 ml)

intraperitonealmente. Se obtuvo los pulmones derechos y se fijaron con solucién
de formalina a una presion constante de 25 cm H20. Posteriormente, el tejido se
procesé mediante métodos convencionales y técnicas histoldgicas para tincion con

hematoxilina y eosina para analisis de microscopia optica.
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ANALISIS ESTADISTICOS

La pletismografia barométrica de libre movimiento nos proporcioné datos cada dos
segundos (por cada uno de los parametros fisioldgicos).Es decir se obtuvieron un
aproximado de 878,400 datos totales. Debido a ésta gran variabilidad, se calculd
la mediana en periodos de 5 minutos.

El uso de las medianas, nos permitié descartar la influencia de valores extremos,
ya que dichos valores se deben al estrés que generan los cobayos entre los
primeros 30-60min [Bazan et al. 2004]. Pasando los 60 min. El animal se aclimata
y es por ello que a partir de dicho periodo, todas las medianas de cada parametro
fisiolégico y de cada animal, se promediaron para obtener el valor representativo
de cada grupo experimental (EPOC y Control).

Para corroborar que nuestras n=8 control y n=8 EPOC, contaban con una
distribucion normal, se realiz6 la prueba de Kolmogorov- Smirnov. Posteriormente
se evaluaron las diferencias entre ambos grupos a través de la prueba estadistica

t de Student para muestras independientes.

RESULTADOS

En cuanto al peso de los animales experimentados, en el grupo de EPOC (n=8) y
el grupo control (n = 8) fueron similares al inicio del estudio (410,1 + 12,4 vs 411,8
+ 8,5 g, media £ Error estandar, respectivamente), pero ya en la décima semana,
el aumento de peso fue menor en los cobayos expuestos al humo de cigarrillo que
en el grupo control (763,9 £ 23,4 vs 673,5 £ 22,4 g, respectivamente) con una

significancia de = p <0,02

22



Pesos de los grupos estudiados
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Figura 6. Grdficas comparativas del antes y después de los pesos
respectivos a cada grupo estudiado

A todos los cobayos se les realizaron y analizaron las pletismografias
barométricas en libre movimiento, seguido por la histologia pulmonar. El examen
histolégico de pulmon mostré lesiones de enfisema en los cobayos expuestos a
humo de cigarrillos, mientras que so6lo un animal del grupo control presentd
agrandamiento de los espacios de aire en sélo uno de los campos evaluados por
microscopia, lo que fue considerado un hallazgo insignificante. Imagenes
representativas de la histologia pulmonar se pueden observar en la Figura 7.
Estos cambios morfolégicos fueron compatibles con los que ya se informa en este
modelo de EPOC para cobayos [Selman et al., 1996]
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Histologia pulmonar

A B

100 pm : o 100 ym
Figura 7. Imagenes de cortes histologicos de pulmones de cobayos sanos(A), Mientras

que en el grupo B se observan cortes de pulmones de cobayos expuestos a humo de
cigarro, mostrando enfisema.

En la pletismografia los valores medios para los grupos de control y EPOC se
ilustran en las figuras 8-10. En el modelo de EPOC, la exposicion cronica a humo
de cigarrillo produce un aumento estadisticamente significativo en la frecuencia de
respiracion (1 p <0.01). Con una disminucién correspondiente en Ti, Te, y Tr (* p
<0.05 para todos), mientras que el ciclo de trabajo (Ti/ Ttot) no cambid con
respecto al grupo control. Los volumenes vy flujos respiratorios no difirieron entre
los grupos de EPOC y de control, aunque hubo una tendencia en MV, PIF, PEF, y
EF50 a ser mayor en el primer grupo. Por ultimo, el Penhy TP (T p <0.01 para
ambos) fueron mas bajos, mientras que la TB y Rpef (* p <0.05 para ambos)

fueron mayores en el grupo con EPOC en comparacion con los animales control.
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Figura 8. Valores de los periodos respiratorios de la pletismografia barométrica de
libre movimiento durante 90 minutos .A partir de los 60 min. el animal se aclimata,
por lo que después de dicho tiempo, se toman los datos para la comparacion del

grupo control y el grupo con EPOC.*p<0.05, 1 p<0.01. A) F= frecuencia, Te=
tiempo espiratorio y Ti=tiempo inspiratorio. B) Ti/Ttot= ciclo de trabajo, y Tr=
tiempo de relajacion
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Figura 9. Volumenes respiratorios y flujos dados por la pletismografia barométrica de libre
movimiento durante 90 minutos. A partir de los 60 min. el animal se aclimata, por lo que
después de dicho tiempo, se toman los datos para la comparacion del grupo control y el grupo
con EPOC.*p<0.05, 1p<0.01. A) TV= volumen tidal o corriente, PIF=pico de flujo inspiratorio y
MV= volumen minuto. B), PEF= pico de flujo espiratorio y EF50= flujo espiratorio al 50%
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Figura.10 Indices respiratorios dados por la pletismografia barométrica de libre
movimiento durante 90 minutos. A partir de los 60 min. el animal se aclimata, por
lo que después de dicho tiempo, se toman los datos para la comparacion del
grupo control y el grupo con EPOC.*p<0.05, T p<0.01. A) Penh= pausa mejorada,
TP= tiempo de pausa y TB= tiempo mejorado. B) PAU=pausa, y Rpef=radio del
pico del flujo espiratorio
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DISCUSION

La pletismografia de libre movimiento, es un procedimiento que analiza la funcion
respiratoria en animales despiertos. Esta técnica ha demostrado ser (til para
evaluar patrones anormales especificos en los diferentes niveles del tracto
respiratorio. La literatura describe la funcion pulmonar en algunos animales de
laboratorio y refiere tres tipos de patrones respiratorios anormales
[Vijayaraghavav et al., 1993] [Vijayaraghavav et al., 1994]. 1) patron del tracto
respiratorio superior, en el que un cierre de la glotis y aumento de la resistencia
laringea produce el fendmeno conocido como "freno" (cuantificada por la TB); Este
se produce en la fase espiratoria temprana y causa un aumento en la duracién de
la Te, que da lugar a una disminucién de f. 2) patron conductor de la via aérea
pulmonar, es clasicamente descrito como una prolongacion de Te debido a una
disminucion del flujo aéreo espiratorio secundaria a la obstruccion de las vias
respiratorias, que causa una caida en f. Con el desarrollo de la pletismografia de
camara uUnica, el Penh se presentd como un sustituto para la resistencia del
pulmén (RL) y su incremento es un indicador de broncoconstriccién [Chong et al.,
1998] [Hamelmann et al. 2006] [ Vargas et al. 2010]. EF50 también se ha
propuesto como una medida de resistencia de las vias aéreas y tiene buena
correlacién con medidas invasivas, como la resistencia de via aérea especifica
[Hoymann, 2012] [Vijayaraghavan et al., 1993]. 3) el patrén a nivel alveolar se
caracteriza por acortamiento de Ti y Te, f mayor y disminucion de VC, representa
el patron de respiracion como ventilacion rapida y superficial; un alto nivel de

anormalidad puede incrementar PAU (cuantificado por TP).
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Para hacer el andlisis mas facil, hemos estratificado los parametros
pletismograficos en los siguientes tres grupos diferentes, periodos respiratorios: f,
Ti, Te, Ti/Ttot y Tr (figura 8); volumenes respiratorios y flujos: VC, MV, PIF, PEF y
EF50 (figura 9) e indices respiratorios: Penh, TB, TP, PAU y Rpef (figura 10).
También, como se indicO anteriormente, se omiten los primeros 60 minutos de la
pletismografia de registro con el fin de reducir el sesgo inducido por el estrés del
animal. En este contexto, los parametros presentaban cambios espontaneos
durante los primeros 60 min, con una tendencia hacia la estabilizacién durante los
altimos 30 min. En cambio, en el grupo de EPOC casi no habia cambios en
periodos respiratorios y en los indices durante el registro de 90 minutos, que, a
primera vista, podria sugerir que estos cobayos mantienen la tension durante todo
el estudio. Sin embargo, la tendencia descendente del MV durante el estudio, que
fue paralela a la tendencia observada en el grupo control, puede indicar que estos
animales tenian niveles progresivamente mas bajos de estrés [Masaoka y
Homma, 1997]. Para periodos respiratorios, después de los primeros 60 min de la
aclimatacién del animal a la cAmara plestimografica, observamos en el grupo de
EPOC, que la frecuencia respiratoria fue aumentada, mientras que Ti, Te y Tr se
disminuyeron, en comparacion con el grupo control. Estas caracteristicas
respiratorias asemejan el patron alveolar descrito por Vijayaraghavan et al., que
puede corresponder a la activacion de C-fibras vagales en el parénquima
pulmonar por el proceso patologico (inflamatorio) que conduce a enfisema
[Barnes, 2016]. Sin embargo, otras causas de la respiracion rapida y superficial
pueden también participar, como la fatiga de musculos inspiratorios [Gallagher et

al. 1985]. Sea cual sea el mecanismo, este patrén respiratorio en nuestro modelo
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de EPOC es totalmente parecido con el patron de respiracion superficial a menudo
observado en pacientes con EPOC [Dellweg et al. 2008][Loveridge et al. 1984].
Por otra parte, nuestros resultados mostraron que el ciclo de trabajo (Ti/Ttot) no
fue afectado por la exposicion al humo del tabaco, un hallazgo que también se ha
descrito en pacientes con EPOC [Loveridge et al. 1984].

Con respecto a los volumenes de aire, el TV no mostré diferencias entre los
grupos de estudio, MV se incrementd ligeramente entre cobayos expuestos al
humo de cigarro, que es consistente con las observaciones de otros autores y
refleja probablemente la respuesta a una mayor tasa metabdlica en estos
animales [Gastinger et al., 2014]. Asimismo, los valores de flujo de aire (PIF, PEF
y EF50) aumentaron en el grupo de EPOC. Aunque las presiones de aire
alcanzado en PIF y PEF pueden ser secundarias a la frecuencia de la respiracion
creciente, los valores mas altos de EF50 merecen mas explicaciones. EF50 se ha
correlacionado inversamente con la obstruccion de las vias respiratorias
[Vijayaraghavav et al.,1993] [Vijayaraghavav et al.,1994]. vy asi el aumento no
significativo de este parametro en el grupo de EPOC est4 en consonancia con los
valores mas bajos de Penh, el indice clasico para evaluar la obstruccion de via
aérea en el contexto del asma y otras enfermedades pulmonares [Chong et al.
1998][ Hamelmann et al., 1997][Vargas et al., 2010]. Estos resultados fueron
sorprendentes ya que, junto con el enfisema, esperaba algin grado de obstruccion
de via aérea que ocurre en nuestro modelo de EPOC. Recientemente,
encontraron que valores de Penh crecientes eran evidentes después de 5
semanas de exposicion al humo del cigarrillo en un modelo de cobayo [Dominguez

et al., 2014]. No hay ninguna explicacion clara para estos resultados discordantes,
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pero las diferencias en intensidad (5 cigarrillos por dia) o duracion (6 meses) en su
meétodo de exposicion al humo de cigarro puedan haber producido obstruccién de
las vias respiratorias mas que en nuestro modelo. Ademas, mientras que se
utilizaron cobayos hembras, estos autores emplearon los animales machos, y es
sabido que en modelos animales y en humanos, el tipo y grado de las lesiones de
EPOC varia segun el sexo [Hardin et al., 2016][Tam et al., 2016]. Periodos
respiratorios anormales (TB y TP) reflejan elongaciones (es decir, el flujo de aire
es casi cero) en el principio (TB) o al final (TP) de la fase espiratoria,
respectivamente [Vijayaraghavan et al., 1993]. En comparacién con el grupo
control, TP era mas corto y TB fue mayor en el grupo de EPOC. El acortamiento
de TP simplemente podria estar relacionado con la frecuencia respiratoria mayor
alcanzada por el grupo de EPOC. En cambio, la mejora notable de la TB
observados después del periodo de exposicién al humo de cigarro sugiere que el
cierre de la glotis (frenado) comprende una parte clave de nuestro modelo de

EPOC en cobayos.

CONCLUSIONES

En este estudio, durante 10 semanas de exposicion al humo de cigarro, se
generaron lesiones enfisematosas en los pulmones de cobayos y produjeron
cambios funcionales en la pletismografia barométrica en libre movimiento,
caracterizado por los siguientes parametros: 1) un patron de respiracion superficial
con mayor f, disminucion Ti, Te, Tr, TP y PAU. 2) disminucion de Penh y una
tendencia hacia el aumento de EF50, probablemente como consecuencia de la

disminucién de la distensibilidad. 3) mayor TB, sugiriendo estrechamiento laringe.
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4) una tendencia hacia el aumento de MV, que podria constituir la respuesta
fisioloégica a una mayor tasa metabdlica. Muchos de estos cambios funcionales se
asemejan a los observados en pacientes con EPOC, corroborando asi la

idoneidad de este modelo de cobayo para el estudio de esta enfermedad.
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