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RESUMEN

Las metaloproteinasas intervienen en diversos procesos fisiologicos vy
patolégicos del organismo regulando las vias de sefalizacion que controlan
procesos como el crecimiento celular, la inflamacion, la remodelacion y la
angiogénesis, caracteristicos de patologias como fibrosis quistica, asma y
tromboembolia, en los que prevalece la inflamacién crénica.'La remodelacién de la
matriz extracelular y la regresion vascular contribuyen a la resolucion de la
respuesta inflamatoria y facilitan la reparacion, aunque, por otro lado, la expresion
incesante de las proteinas de la matriz extracelular aunada al incremento en la

angiogénesis sostiene la progresion de padecimientos neoplasicos.?

El dafio pulmonar, altera el programa de homeostasis celular, activando
mecanismos para reparar y regenerar el epitelio que pueden, continuar hacia una
remodelacion aberrante con procesos de diferenciacion inadecuados o
interacciones defectuosas entre el epitelio y el mesénquima generando
enfermedades cronicas del parénquima pulmonar como bronquiolitis obliterante,

fibrosis y enfisema que pueden involucrar padecimientos vasculares pulmonares.?

Existen disefios experimentales de angiogénesis pulmonar en roedores en los
que se genera la produccion de nuevos vasos a partir de las arterias intercostales
como consecuencia de la obstruccion del flujo pulmonar al pinzar la arteria
pulmonar correspondiente.®> Como hipétesis planteada es que la ligadura de la
arteria pulmonar izquierda provocara isquemia e inflamacién en el pulmén
izquierdo generando la compensacion de la irrigacion sanguinea mediante la
formacion de nuevos vasos sanguineos en el pulmdén, ocasionando cambios en la
homeostasis celular y cambios en la matriz extracelular por lo que: Mientras mayor
sea el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos mayor sera la expresion
de VEGF, CD31 y la degradacién de colagena y por lo tanto una sobreexpresion

de las metaloproteinasas 1, 7 y 13 en la matriz extracelular y existira una



disminucién de la distensibilidad ocasionada por el dafio pulmonar post-ligadura
de la arteria pulmonar izquierda (LAPI). Por lo que el objetivo, fue utilizar un
modelo experimental en ratas a las que se les ligé la arteria pulmonar Izquierda
(LAPI) para provocar la formacion de nuevos vasos a partir de la vasculatura pre-
existente. Se estudiaron los cambios que ocurren en la remodelacion de la matriz
extracelular mediante la expresion de las metaloproteinasas 1, 7 y 13 por efecto
de la angiogénesis y su consecuencia sobre la distensibilidad pulmonar,
evaluando, ademas la remodelacion tisular a través de: 1) formacién de nuevos
vasos sanguineos (expresion de VEGF y CD-31), 2) muerte celular por apoptosis
(expresion de caspasa-3 y fragmentacion de DNA), 3) expresion de survivin

(proteina inhibidora de la apoptosis) y 4) evaluacion histolégica.

Se utilizaron 36 ratas Wistar de cualquier sexo, edad variable, con un peso entre
200 y 300 gramos, mantenidas en condiciones de bioterio y manejadas con base
en los lineamientos establecidos en la NOM-062-Z0O0-1999,%7 sin antecedentes
de cualquier enfermedad y libres de patologia general y de pulmén que se
dividieron al azar en 6 grupos de estudio. Grupo |: control sin toracotomia (n=6),
Grupo IlI: control con toracotomia (n=6), Grupo lll: post-Ligadura de la Arteria
Pulmonar Izquierda (LAPI) de 1 a 3 dias (n=6), Grupo IV: post-LAPI de 4 a 6 dias
(n=6), Grupo V: post-LAPI de 7 a 12 dias (n=6), Grupo VI: post- VEGF: Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular de 13 a 15 dias (n=6). Se hicieron mediciones
de la distensibilidad pulmonar (basal y final) y se tomaron biopsias de ambos
pulmones para efectuar determinaciones histolégicas e inmunohistoquimicas de
metaloproteinasas (1, 7 y 13), VEGF, CD31, Caspasa-3, marcaje de
fragmentacion de DNA (método de TUNEL) y Survivina. El andlisis estadistico
consider6 valores significativos de p<0.05 y se realizaron las pruebas de Andlisis
de Varianza ANDEVA + TUKEY. Los resultados obtenidos, sugieren que: La
metaloproteinasa 1, se expresa en ambos pulmones (derecho e izquierdo) 8 dias
post-LAPI y Unicamente en el pulmén izquierdo entre 13 y 15 dias post-LAPI. La
metaloproteinasa 7, se expresa 3 dias después de haber pinzado la arteria

pulmonar. La metaloproteinasa 13, no se modifica por LAPI. La expresion del



factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y la identificacion de las fibras
de coladgena tipo I, se observan a partir del dia 3 post-LAPI Unicamente en el
pulmén en el que se ligo la arteria y es mas evidente, entre los dias 4-6 y 13-15
post-LAPI. La distensibilidad pulmonar no se modifico significativamente ni por
efecto de la ligadura de la arteria pulmonar, ni por efecto del tiempo que se
mantuvo ligada la arteria pulmonar, aunque se observa una disminucion en la
distensibilidad pulmonar en todos los grupos de estudio en los que se mantuvo
ligada la arteria con valores de recuperacion a los 13-15 dias post-LAPI,
concluyendo que las metaloproteinasas de la matriz extracelular desempefian un
papel central en los procesos: isquemia, inflamacion, proliferacion, migracion,
diferenciacion, angiogénesis y apoptosis que mantienen la distensibilidad

pulmonar.



1. Marco Tebrico

1.1 Sistema Respiratorio

El sistema respiratorio comprende los pulmones y una zona de conduccién que
comunica el parénquima pulmonar con el medio externo. Su funcion principal es
proporcionar oxigeno y eliminar dioxido de carbono de las células del cuerpo

mediante un proceso involuntario y automatico.8

1.1.1 Estructura del Sistema Respiratorio

El aparato respiratorio consta de una parte conductora, que comprende las fosas
nasales, la nasofaringe, la laringe, la traquea, los bronquios y los bronquiolos v,
una parte respiratoria formada por las promociones terminales del arbol bronquial

y que contiene los alveolos, donde tiene lugar el intercambio de gases (Figura 1). 8

Vena pulmonar

(al corazon izquierdo) Bronquiolo

a)

Faringe

B i Arteria

Traquea pulmonar
(del corazén
; '3 : d h
Zlgg(c)r:o °~_=—Bronquio . erecho)
o C) Yy 5928 Pared del
A k\ . Bronquiolg & 'S Q \ alvéolo
ey \ G Pared del
/ \ — capilar
Diafragma Corazén Glébulo

Flujo de sangre rojo

Figura 1. Sistema Respiratorio. a) Zona conductora: El aire ingresa por la nariz o por la boca y pasa
a la faringe, luego a la laringe y desciende finalmente por la traquea, los bronquios y los
bronquiolos hasta los alveolos pulmonares. b) Zona respiratoria: El intercambio gaseoso se
produce en los aproximadamente 300 millones de alvéolos del par de pulmones. c) Intercambio de
gases: El O2 y CO: se difunden a través de la pared de los alveolos y de los capilares

sanguiones.19



1.2 Pulmones

1.2.1 Anatomia

Los pulmones son 6rganos pares, de forma conica, suspendidos cada uno, en su mitad
toracica y estan cubiertos por una membrana protectora llamada pleura pulmonar. Los
separan el corazdn y otras estructuras del mediastino, que le divide la cavidad torécica en
dos partes anatébmicamente distintas. Ambos pulmones estan divididos en lébulos, de los
cuales, el pulmon derecho tiene tres, mientras que el pulmon izquierdo posee dos (Figura
2). En cada pulmaén, las ramificaciones de la arteria pulmonar, las ramas de las arterias
bronquiales, las vias linfaticas y los nervios, siguen el recorrido de las ramas bronquiales

hasta la seccion respiratoria, en donde los vasos se dividen en capilares. & 1112

Pulmén derecho Pulmon izquierdo

Figura 2. Anatomia de los pulmones. Cada pulmén, compuesto de dos lébulos el de la izquierda y
de tres el de la derecha, se hayan en su propio lado de la cavidad toracica y esta rodeado por la

pleura visceral.13
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1.2.2 Histologia

La trAdquea (6rgano en forma tubular y flexible que mide unos 2.5 cm de diametro
y mas o menos 10 cm de longitud) permite el paso del aire y su pared contribuye
al acondicionamiento del aire inspirado. Se extiende desde la faringe hasta la
mitad del térax, donde se divide en dos bronquios principales (primarios) y el resto
de vias aéreas en las que se subdivide sucesivamente y de manera seriada.'* Los
bronquios, representan las primeras siete divisiones de las ramificaciones del arbol
bronquial. Siempre contienen cartilago y glandulas en la pared. Los bronquios
principales presentan una estructura histolégica muy similar a la traqueal, pero en
la zona de transicion a los pulmones, el cartilago adquiere una forma mas irregular

y la musculatura forma un anillo completo dentro del cartilago.1>-16

Los bronquiolos, son vias respiratorias distales a los bronquios, estan
localizadas entre los bronquios de la pared cartilaginosa y el lugar donde cesa el
epitelio ciliado. Los bronquiolos, se van ramificando y segun lo van haciendo, se
va reduciendo el tamafio de su luz. La estructura de los bronquiolos se modifica de
forma gradual, el epitelio pseudoestratificado ciliado se trasforma en epitelio
cilindrico, desaparece el cartilago y las glandulas, y por ultimo se engrosa la capa

muscular.1>16

Los alveolos, tienen forma poliédrica y se agrupan en “panel de abeja”. El
epitelio alveolar se compone de dos tipos de células alveolares (neumocitos); Los
neumocitos tipo | y los tipo Il. Los tipo | son células planas con grandes
extensiones citoplasmaticas, son las principales células de recubrimiento de los
alveolos (representan méas del 90% del revestimiento superficial) y conforman una
separacion completa entre el tejido conectivo muy vascularizado y el aire alveolar.
Los neumocitos tipo Il, tienen forma irregular, casi cubica, el nicleo es bastante
grande y redondeado. Estas células sobresalen hacia la luz, y se encuentran en
mayor numero que los neumocitos tipo I. Su funcion principal es, secretar factor

surfactante, pero también intervienen en la reparacion alveolar (Figura 3). 1516



Cabe mencionar que con el epitelio también se encuentran macrofagos alveolares

que se desplazan sobre la superficie del epitelio.1®

- Alvéolos ~
‘ D °a § | Macréfago alveolar
£ . : i
’ ‘ ,.\‘Moi Célula alveolar
- Epltello(epltellou : 7> <= | tipo ll(septal)
72 A cilindrico simple) 2 t
3 \ > | P o
"> Lamina propia ) P £ an ' Célula alveolar tipo |
~—~Capa muscular Alvéolo 'tl v
. [~Vaso sanguineo
B) g\ &w\

Figura 3. Imagen histoldgica del pulmén. A) Tincibn Hematoxilina -Eosina 30X. B) Tincién H-E 40X

del pulmon, donde se observan las celulas alveolares (neumocitos tipo | y neumocitos tipo I1) 1215
1.2.3 Fisiologia

pulmén es el érgano esencial del aparato respiratorio, participa en: La
ventilacion pulmonar, que se refiere al flujo de entrada, salida y regulacién de aire
entre la atmésfera y los alveolos pulmonares; la difusion del oxigeno y del diéxido
de carbono entre los alvéolos y la sangre; el transporte de oxigeno y de diéxido de
carbono en los liquidos corporales hacia las células de los tejidos corporales y

desde las mismas; asi como en la regulacion de la ventilacién.®*

1.2.4 Circulacion pulmonar

El pulmén es el Unico 6rgano con doble fuente de perfusién. Los pulmones
reciben sangre a través de dos grupos de arterias, las arterias pulmonares y las
arterias bronquiales. La circulacion pulmonar, irriga los capilares del tabique
alveolar y deriva de la arteria pulmonar (las arterias pulmonares derecha e
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izquierda, son las Unicas en el organismo, que llevan sangre desoxigenada) que
sale del ventriculo derecho del corazén. Las ramas de la arteria pulmonar
trascurren con los bronquios y los bronquiolos y llevan la sangre hasta los lechos
capilares de los alveolos, constituyendo la unidad alveolo capilar que es el sitio de
oxigenacion de la sangre, que una vez oxigenada, es recogida por los capilares
venosos, drenando la sangre a la auricula izquierda del corazén, a travées de las

venas pulmonares. 1114

La circulacion bronquial, separada y mucho mas pequefa, incluye las arterias
bronquiales (que son las ramas de la aorta que suministran al pulmén la sangre
oxigenada) que proviene de arterias sistémicas y forma capilares, los cuales
drenan en las venas bronquiales o forman anastomosis con otros capilares o con
las venas pulmonares. Parte de la sangre, drena en las venas bronquiales, ramas

del sistema &cigos y vuelve al corazén por la vena cava superior.

La circulacién bronquial nutre desde la traquea hasta los bronquiolos terminales;

asimismo, riega la pleura y los ganglios linfaticos hiliares.!?

1.2.5 Ventilacién pulmonar

Los pulmones se pueden expandir y contraer de dos maneras, 1) mediante el
movimiento hacia abajo y hacia arriba del diafragma para alargar o acortar la
cavidad toracica y, 2) mediante la elevacion y el descenso de las costillas para

aumentar y reproducir el diametro anteroposterior de la cavidad toracica.®

El movimiento del aire hacia el interior y el exterior de los pulmones tiene lugar
debido a la diferencia de presion inducida por los cambios de volumenes
pulmonares. La presion en el espacio entre los pulmones y la pared toracica
(presion intrapleural), es subatmosférica. Durante la inspiracién, el aire se
desplaza hacia los pulmones cuando la presion del aire en el interior es menor a la
presion atmosférica (La presion en la via respiratoria se torna negativa). Al final de
la inspiracion, el aire se moviliza hacia afuera de los pulmones cuando la presion

del aire dentro de estos es mayor que la presion atmosférica (la presion en la via
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respiratoria se vuelve positiva). La ventilacion, esté influida por la distensibilidad,
que es unas propiedades fisicas de los pulmones. &

1.2.6 Distensibilidad

La distensibilidad se define como la propiedad de un cuerpo para cambiar de
volumen cuando se ejerce una presion
D= AV/AP
Distensibilidad (D), es igual al incremento de volumen (AV) sobre el incremento de

la presion (AP), y se representa en una curva presion-volumen (Figura 4). 17

Distensibilidad (mL/cm Hz20)

Volumen (mL)

Presion(cm Hz0)

Figura 4. Curva de presion-volumen. La distensibilidad pulmonar es igual al AV/AP.8

La distensibilidad se relaciona con dos factores principales, la elasticidad del
pulmén y la tension superficial y no se refiere exclusivamente a la capacidad del
pulmoén para modificar su volumen en respuesta a la aplicacion de presion a su
alrededor, involucra también la capacidad de la caja toracica para expandirse
durante la fase inspiratoria, por lo que resulta importante diferenciar diversas

tipificaciones del fenébmeno:

Distensibilidad estatica: es el cambio de volumen pulmonar debido a la

aplicacion de una unidad de presion. Se denomina estatica, cuando la medicion se



realiza en ausencia de flujo aéreo y representa la distensibilidad del pulmén

exclusivamente.

Distensibilidad dinamica: es el cambio de volumen del conjunto toracopulmonar
por cada unidad de presion aplicada. Representa entonces, la capacidad de
adaptacion, tanto del pulmén como de la caja toracica, en condiciones dinamicas

de movimiento hasta el final de la fase inspiratoria.

Distensibilidad especifica: La distensibilidad del pulmén depende de su tamafio.
No es igual la distensibilidad de un recién nacido a la de un adulto. Por esto, la
medicion del parametro de distensibilidad en relacion al volumen pulmonar se

denomina distensibilidad especifica.*®
1.3 Angiogénesis

Angiogénesis, se refiere al proceso que conduce a la formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente. El proceso de angiogénesis
incluye, la migracién y proliferacién de células endoteliales, asi como la formacién
y organizacion de grupos celulares en estructuras tubulares, que eventualmente

se uniran, para finalmente madurar en vasos sanguineos estables.1%-20

Entre los estimulos que promueven la angiogénesis se encuentran la hipoxia y la
isquemia. En modelos experimentales, se ha demostrado que la isquemia
pulmonar (obstruccion de flujo sanguineo) es un estimulo relevante para inducir
angiogénesis extra-pulmonar a partir de las arterias intercostales provocando una
remodelacion de la matriz extracelular del pulmén (cambios en la estructura de los
vasos sanguineos asociados con el crecimiento en los tejidos nuevos o

existentes).?® Figura 5.
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Figura 5. Angiogénesis. Proceso que conduce a la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir

de la vasculatura pre-existente. 21

1.3.1 Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), es el principal
regulador de las células endoteliales vasculares y de la formaciéon de vasos
sanguineos. ElI VEGF, es un factor de crecimiento con actividad mitogénica
altamente especifica para las células endoteliales. Es un miembro de la super
familia de genes VEGF-PDGF que incluye al VEGF-A, -B, -C, -D Y —E, asi como el

Factor de Crecimiento de Placenta (PIGF).?°

El VEGF, responde a estimulos como hipoxia e isquemia principalmente,
mediante el Factor Inducible de Hipoxia 1 (HIF-1), a distintos factores de
crecimiento como Factor de Crecimiento Derivado de Queratinocitos (KGF), Factor
de Crecimiento Insulinico tipo 1 (IGF-1), Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas(PDGF), a oncogenes activados (por ejemplo Ras) asi como a distintas
citocinas como la interleucina 1- a y 6 (IL-a e IL-6), al gen p53 mutado, estrégeno
y 6xido nitrico (NO).? 2° Mediante estos estimulos, se aumenta la expresion del
VEGF generando la proliferacion de células endoteliales derivadas de las arterias,
venas y vasos linfaticos, asi como la proliferacion de algunos tipos celulares no

endoteliales. Ademas, el VEGF promueve la proliferacion celular e inhibe la
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apoptosis. Cuando la regulacion de VEGF es normal, contribuye al
remodelamiento vascular de la cicatrizacidén y reparacion mientras que cuando es
inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores solidos al promover la

angiogénesis. 2223
1.3.2 Molécula de Adhesion Celular Endotelial Plaquetaria (PCAM-1 o CD-31)

La molécula de Adhesion Celular Endotelial Plaquetaria (CD31 o PECAM-1), es
una glicoproteina transmembranal tipo | de 130 -140 kDa que pertenece a la
superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig) expresada por diferentes células de la
linea hematopoyética incluyendo las plaguetas, monocitos, neutréfilos y ciertos
subgrupos de linfocitos. Las células endoteliales también expresan CD-31 que es
un componente principal de las uniones celulares en los lechos vasculares e

interviene en la migracién transendotelial de leucocitos.?42°

La ruptura de la integridad vascular provoca acumulacion de plasma, proteinas y
células en el espacio intersticial, y es uno de los signos principales de la respuesta
inflamatoria. CD-31 interviene en la adhesion y sefalizacion al inmunorreceptor
tirosina (ITIMS) que se encuentran en su cola citoplasmatica, con lo que juega un
papel reciproco durante la respuesta inflamatoria. Esta molécula de adhesion,
también promueve la inflamacion facilitando la migracion transendotelial de
leucocitos, y de igual forma, atenda la inflamacion a través de su capacidad para:
1) inhibir la activacion celular, 2) reducir los niveles de citocina pro-inflamatoria 3)
disminuir la acumulacién de leucocitos en el sitio de inflamacion y 4) mantener y

restaurar la integridad vascular. 26-27

1.4 Matriz Extracelular

La Matriz Extracelular (ME), es un conjunto de proteinas y polisacaridos
secretados por las células propias de cada tejido, que rellena los espacios entre
las células y une las células y los tejidos entre si, proporcionando el soporte

estructural. 28



Matriz extracelular
|
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Figura 6. Matriz extracelular.Consta de las fibras de proteina coldgeno y elastina, asi como una
sustancia fundamental parecida a un gel. El gel esta compuesto de glicoproteinas y moléculas
llamadas proteoglicanos.®

La ME esta formada por gran cantidad de componentes que se clasifican en tres
grandes grupos: proteoglicanos y glucosaminogalicanos, proteinas estructurales
(colageno y elastina), y proteinas de adhesiéon (fibronectina y laminina). Estas
familias de macromoléculas se encuentran interconectadas y estan reguladas por
una familia de proteasas denominadas metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMP).2°

La proteina estructural principal de la matriz extracelular es el colageno, que es
la proteina mas abundante en los tejidos animales. Los colagenos son una gran
familia de proteinas, constituidas al menos por 19 miembros diferentes. Se

caracteriza por formar hélices triples en las que tres cadenas polipeptidicas se
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enredan estrechamente una alrededor de la otra. Los dominios de triple hélice de
los colagenos consisten en repeticiones de la secuencia de aminoacidos (Figura

7) 14, 30

El colageno forma una parte importante del pulmén constituyendo un 10.0 % de
la cantidad de colagena que existe en el organismo, en el pulmoén prevalece el tipo
de coldgena lll, la cual esta constituida por un tipo de cadena que tiene como

caracteristicas principales la de mantener la estructura y rigidez pulmonar.*4

Microfibrilla
. Cadenas de
S / tropocolageno

Cadenas de
aminoacidos )

<

Fibras de colagena vistas con

3 : i Estructura de una fibra de colageno.
microscopio electrénico.

Figura 7. Estructura de las fibras de colageno. El colageno esta constituido por un conjunto de tres

cadenas polipeptidicas (1.000 aminoacidos por cadena), agrupadas en una estructura helicoidal.3!

1.4.1 Metaloproteinasas de la Matriz Extracelular (MMP)

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP) estan implicadas en
procesos fisioldgicos y patolégicos que intervienen en la plasticidad y degradacion
de la matriz extracelular. Las MMP desempefian un papel central en la

proliferacién, migracion, diferenciacion, angiogénesis y apoptosis.3?

Las MMP constituyen una familia de enzimas endopeptidasas neutras,
dependientes de zinc, capaces de degradar los componentes esenciales de la
matriz. Se han descrito 25 miembros de la familia de las MMP que se clasifican en

cinco subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, metaloproteinasas de
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membrana (MT-MMP) y otras MMP (Tabla 1). Todas ellas difieren en su estructura

(Figura 8) y especificidad de sustrato, pero su accion combinada es capaz de

conducir a la degradacion practicamente de la totalidad de los componentes

macromoleculares de la ECM.33.34

Grupo MMP Nombre Sustrato
Colagenasas MMP-1 Colagenasa Colagenos fibrilares tipo IlI, 1,11,VII YX, agrecanos y serpinas
fibroblastica
Colagenasa
intersticial
MMP-8 Colagenasa de Colagenos fibrilares tipo I, Ill y || agrecanos y serpinas
los neutrdfilos
MMP-13 Colagenasa-3 Colageno I
Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A72 Colagenos IV, V, VIl y X, elastina
kDa gelatinasa
Colagenasa 4
MMP-9
Colagenasa 5 Colagenos |, IV, V, elastina
92kDa
gelatinasa
Estreptomelisinas | MMP-3 Estromelisina-1 Fibronectina, colagenos IV, V, IXy X ,elastina, laminina y
Matrisilinas proteoglicanos
Metaloelastasas
MMP-10 Estromelisina-2 Fibronectia, colagenos lll, 1V, V, elastina, laminina y proteoglicanos
MMP-11 Estromelisina-3 | Muy débilmente: laminina y fibronectina
MMP-7 Matrisilina Proteoglicanos, laminina, fibronectina, elastina, gelatina
PUMT- 1
Matrina
MMP-12 Metaloelastasa Elastina, fibronectina, colageno tipo IV
macrofagica
Metaloproteinasas | MMP-14 MT1-MMP Colagenos |, Il 'y lll, laminina, fibronectina, elastina, gelatina,
de membrana MMP-15 MT2-MMP fibronectina y proteoglicanos. ProMMP-2
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP proMMP-2
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP proMMP-2
Forma parte de la actividad proteolitica leucocitaria
Otras MMP-19 RASI-1 Gelatinas
MMP-20 Enamelsina Amelogenina
MMP-21 XMMP
MMP-22 CMMP
MMP-23 CA-MMP
MMP-26 Endometasa Gelatina tipo 1, vitronectina y colageno desnaturalizo
MMP-27
MMP-28 Epilisina

Tabla 1. Clasificaciéon de las metaloproteinasas. Las MMP que se clasifican en cinco subfamilias.

Todas ellas difieren en su estructura y especificidad de sustrato.3435
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Dominio de tipo
hemopexina

Peptido Dominio
sefial Propeptico Dominio catalitico transmembranario
Zn2+
' Dominio

citoplasmatico

Estructura basica: MMP7 y MMP26

- -

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMP1, MMP3, MMP2, MMP9...

-+ -

Estructura con dominios de tipo hemopexina y transmembranario: MT1-MMPs

Figura 8. Clasificacion y estructuras de las metaloproteinasas. Todos los miembros de las
metaloproteinasas de la matriz contienen una péptida sefial, un propéptido obtenido mediante la
activacion del precursor o zimégeno y un dominio catalitico amino terminal, que contiene el sitio
fijador de Zinc.36

Cada MMP posee una secuencia sefial N-terminal o predominio, un propéptido
(alrededor de 80 aminoacidos) o predominio que mantiene a la enzima latente
hasta que se elimina por protedlisis, y un dominio catalitico que contiene la region

conservada de union a Zn2+.37

Estudios de diferentes tipos de cancer en humanos, relacionan la expresion
alterada de las MMP con mal prondstico de la enfermedad. Las MMPs pueden
jugar distintos papeles durante la progresion del cancer, dependiendo del estadio
del tumor. Por ejemplo, en estadios tempranos, la protedlisis mediada por MMP-3
y 7 de las proteinas especificas que unen factores de crecimiento contribuye a la
proliferacion celular. Posteriormente, la activacién de las moléculas de adhesion E-
cadherina y CD44 activa la motilidad de las células tumorales y facilita las
metastasis. La MMP-8 en cambio, tiene un efecto protector disminuyendo el
potencial metastasico de las células del cancer de mama. La sobreexpresion de
MMP-2 y 9 es indice de un prondstico desfavorable al degradar el colageno tipo IV

localizado en las membranas basales e induce la expresion de factores
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angiogénicos. La invasion local de los tumores depende de la degradacién de las
proteinas de las membranas basales, como colageno tipo IV o V y protedlisis del
colageno intersticial tipo I, 1l o Il presente en el tejido conjuntivo que rodea las
células tumorales. Se ha comprobado que los niveles de MMPs pueden afectar la

conducta invasora del tumor y su habilidad para metastatizar. 3¢

1.4.1.1 Metaloproteinasas y Pulmon

Las metaloproteinasas desempefian un papel importante y complejo en varios
procesos interrelacionados que suceden en las patologias pulmonares. Por lo que
es importante la regulacibn de las metaloproteinasas, en los procesos de
remodelacion tisular, crecimiento tumoral, metastasis y en enfermedades
inflamatorias como el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC)_1,31-32,39

La participacion de las MMP en la remodelacion de la matriz extracelular es
compleja y multifuncional. Estas metaloproteasas son responsables, no solo de la
degradacion de la matriz extracelular, sino que, ademas participan en el
procesamiento de diversos mediadores bioactivos que incluyen factores de
crecimiento, quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento y receptores en
superficies celulares modulando su activacion, lo que hace compleja la
interpretacion biologica de la accion de estas enzimas en el microambiente

pulmonar.32-33:40

1.4.1.2 Metaloproteinasa de la Matriz Extracelular 1 (MMP1)

La metaloproteinasa 1 (colagenasa 1, intersticial) se expresa en su forma latente
0 zimogena con un peso de 52 kDa que se convierte en 42 kDa, al activarse;
pierde su dominio propéptido. MMP-1, tiene como sustrato la colagena del tejido
conectivo (tipo I, Il y lll), asi como los proteoglicanos, aunque es casi especifica
del colageno tipo lll. Entre las células que sintetizan MMP1 se encuentran
fibroblastos, queratinocitos, células endoteliales y macréfagos.3 4*En el pulmén,

se ha demostrado que existe una extensa expresion epitelial de la MMP-1 en
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pulmones fibréticos. Esta enzima, esté implicada en enfermedades que presentan
una exagerada degradacion de la matriz extracelular, como artritis reumatoide y
enfisema pulmonar. Se expresa fundamentalmente en células del epitelio alveolar
y del epitelio bronquial que recubren los espacios quisticos, mientras que parece
estar ausente en compartimentos intersticiales y en las células mesenquimatosas

de los focos de fibroblastos que son areas de fibrosis activa.*?
1.4.1.3 Metaloproteinasa de la Matriz Extracelular 7 (MMP7)

La metaloproteinasa 7, también conocida como matrilisina, es secretada en su
forma latente con un peso de 29 kDa. Como enzima activa, tiene un peso de 20
kDa. MMP-7 es caracteristica de las células epiteliales glandulares, es
responsable de hidrolizar proteoglicanos, glicoproteinas de la matriz extracelular.
Esta relacionada con el proceso angiogénico degradando las membranas basales
y actlia sobre procolagenos, fibronectina, laminina, elastina y colageno. 34 4En el
pulmén, la proteina se expresa primordialmente en el epitelio anormal de los
pulmones con fibrosis. Diversos estudios han sugerido que MMP-7 desempefia un
papel fisiolégico durante los mecanismos de re-epitelizacion, apoptosis,

inflamacién e inmunidad innata.*?
1.4.1.4 Metaloproteinasa de la Matriz Extracelular 13 (MMP13)

La metaloproteinasa 13 (colagenasa 13) es secretada en forma latente con un
peso de 60 kDa, e inmediatamente después de su corte como enzima activa,
obtiene un peso de 48 kDa. Aunque su mayor eficiencia es sobre el colageno tipo
II, a diferencia de la MMP-1, no actla preferencialmente sobre algun sustrato
especifico; ya que degrada en igual forma, cantidades de colageno tipo I, Il y I,
membranas basales de colageno |V, proteoglicanos, fibronectina, fibrina y
tenascina.?* En el pulmon, estudios de hipertension pulmonar en ratas con hipoxia,
reportan la participacion de la MMP-13 en la remodelacion vascular con expresion
localizada en los conductos pulmonares, en pequefias arterias musculares y

alveolares.#*
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1.5 Remodelacion pulmonar (Interaccion Angiogénesis-Matriz Extracelular)

La inflamacién, la induccion de angiogénesis y los procesos de remodelacion
estan, en gran parte, mediados por proteinas y proteasas de la matriz extracelular.
Por ejemplo, en la respuesta inflamatoria, persistente, se incrementa la
permeabilidad capilar que induce la activacion endotelial, generando brotes

capilares.? 4°

La generacion de brotes capilares es uno de los mecanismos existentes para la
formacion de nuevos vasos sanguineos, en donde el VEGF, es el factor mas
importante en esta respuesta, presentando isoformas con afinidades distintas para
determinadas proteinas de la matriz extracelular. Esta interaccion, puede ser
modificada por procesamiento proteolitico. En concreto, la plasmina y un
subconjunto de las metaloproteinasas pueden escindir la region C-terminal del

VEGEF para liberar el factor de crecimiento bioactivo.24°

Las células endoteliales continuamente deben adaptarse a las necesidades de
los tejidos circundantes. La adaptacion vascular implica la expansion fisica de los
lechos vasculares a través de los procesos antigénicos precedidos por un evento
inflamatorio y amplia la remodelacion de la matriz. La matriz extracelular, expone
sitios cripticos de adhesion con liberaciéon de fragmentos biolégicos activos y
secuestra factores de crecimiento, criticos para la morfogénesis vascular. La
remodelacion de la matriz y la regresion vascular contribuyen a la resolucién de la
respuesta inflamatoria y facilitan la reparacion de tejidos en donde el proceso

inflamatorio también puede implicar la persistencia vascular crénica (Figura 9). 246
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Induccion de la inflamacion Persistencia
por fuentes sistémicas o locales vascular crénica
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Figura 9. Angiogénesis e inflamacién. 1. Vasculatura en reposo 2. Inflamacién inducida por fuentes
sistémicas o locales que activa el programa angiogénico, incrementando la permeabilidad del vaso
sanguineo y desestabilizando las uniones de las células endoteliales. 3. Protedlisis de la matriz
extracelular durante el brote capilar. 4. La angiogénesis puede tener dos destinos: 4.1, la

persistencia vascular crénica y 4.2, la regresion vascular y reparacion del tejido.?

1.6 Muerte celular

1.6.1 Apoptosis

La apoptosis, es un mecanismo de muerte celular que se caracteriza por
cambios bioquimicos y morfolégicos bien definidos. Se ha propuesto como un
evento critico para mantener la homeostasis celular. Desempefia un papel
importante en la regulacion del crecimiento, el desarrollo, de la respuesta inmune,
de células anormales en el organismo y se restringe a células individuales con la
produccion de citocinas que inhiben la inflamacién, y sin la liberacion de material

intracelular al medio intersticial.4’-48
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1.6.1.2 Caracteristicas bioguimicas

La muerte celular por apoptosis comienza con la fase de iniciacion, la cual
ocurre en respuesta a sefales externas, cambios farmacolégicos, fisioldgicos o
patolégicos en las condiciones celulares internas por efecto de diferentes
estimulos, tales como radiaciones, quimioterapia, hipoxia, temperatura, pérdida de
adhesiéon celular, glucocorticoides y factores de crecimiento. Continda con la
segunda fase, conocida como fase de activacion, en la que sucede el
reconocimiento y la transduccién de la sefial de muerte celular, cuyo resultado
metabdlico conlleva a la tercera ¢ Ultima fase, que es la conocida como fase de
ejecucion de la muerte celular. En esta fase se hidrolizan las proteinas de la
lamina nuclear, ocurre la fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y del

contenido celular con deterioro de la morfologia celular.*®

1.6.1.1 Caracteristicas morfolégicas

Entre los cambios morfolégicos que ocurren en la célula durante la fase terminal
de la apoptosis se incluyen la condensacion y fragmentacion de la cromatina
nuclear, condensacion del citoplasma, engrosamiento del reticulo endoplasmico,
disminucién del tamafo celular, pérdida de la estructura de la superficie celular y
la formacion de cuerpos apoptoticos, los cuales son fagocitados por células

vecinas o por macréfagos.® (Figura 10).
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Figura 10. Cambios morfolégicos de las células durante la apoptosis. Condensacion y
fragmentacion de la cromatina nuclear, condensacién del citoplasma, engrosamiento del reticulo
endoplasmico, disminucion del tamafio celular, pérdida de la estructura de la superficie celular y la
formacién de cuerpos apoptoticos, los cuales son fagocitados por células vecinas o por
macroéfagos.St

1.6.1.3 Vias de ejecucion y caspasa-3

La induccion y la ejecucion de la apoptosis requieren de la cooperacion de una
serie de moléculas que dan sefial a otras moléculas, receptores, enzimas y
proteinas reguladoras del gen. Entre ellas, la cascada de sefializacion de las
caspasas, regulada por diversas moléculas tales como las proteinas inhibidoras de

apoptosis (IAP), proteinas de la familia de las Bcl2 y calpaina.*®

Las caspasas (cistein aspartato-proteasas) son las enzimas que median las
fases de activacion y ejecucion durante la apoptosis. Constituyen la familia
denominada enzimas responsables de la conversion del precursor de la
interleucinall® (ICE por sus siglas en inglés), integrada por 14 cistein-aspartato

proteasas que participan en la muerte celular por apoptosis con mecanismos de
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accion similares pero con modelos de actividad y especificidad diferentes que se
activan mediante la hidrolisis en secuencias especificas de cuatro residuos que
cortan un enlace peptidico localizado estrictamente después de un residuo de

acido aspartico.*®:52

Las vias de sefializacion, a través de las que procede la muerte celular por
apoptosis incluyen: a) la via extrinseca que requiere de la activacion de la
caspasa-8 principalmente y esta mediada por receptores de muerte localizados en
la membrana plasmatica (por ejemplo FAS o APO1), activados por ligandos de
muerte especificos (FasL para FAS o APO1) promoviendo la oligomerizacion del
receptor y la proteina adaptadora (FADD), y b) la via intrinseca, en la que ocurre
despolarizaciéon de la membrana mitocondrial, acompafiada generalmente de la
liberacion de citocromo C y activa principalmente la caspasa-9. La activacion de
proteinas pro-apoptéticas (Bid, Bim) de la familia de Bcl? y proteinas como Bax,
Bak, Puma, Noxa, VpR, p53, JNK, Ca?*, especies reactivas de oxigeno (ROS),
ceramida, gangliésido GD3 promueve la liberacion de citocromo-c que activa un
complejo proteico (apoptosoma) que activa directamente a la caspasa-9. Ademas
de la salida de citocromo-c desde la mitocondria ocurre la liberacion de otra
proteina (SMAC/DIABLO) que neutraliza a los inhibidores de las caspasas (IAPS).
La via mitocondrial puede conectarse también con la via de receptores de muerte,
ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a
la proteina Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activacién de
la caspasa-9 (Figura 11). En los mamiferos, las dos rutas de iniciacion de la
apoptosis que se disparan por eventos separados convergen en la activacion de la

caspasa-3 que actla como ejecutor central de muerte.>3

La caspasa-3, conocida también como CPP32 (cistein-proteasa de 32 KDa),
Yama 6 Apopaina, existe en las células como una pro-enzima inactiva de 32 KDa
denominada procaspasa-3, que al activarse genera un dimero de dominios
cataliticos idénticos formado por las subunidades activas de 12 y 17 kDa

derivadas del precursor proteico por corte en Asp?®-Ser?® y Aspl’>-Serl’6, 54
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La activacion de la caspasa-3 provoca cambios en el nucleo, en la membrana
plasmética y en la mitocondria. Es responsable parcial o totalmente de la
protedlisis de proteinas tales como poli ADP-ribosa polimerasa (PARP), y esta
implicada en el dafo tisular por efecto de la isquemia, de la reperfusion, de la

hipoxia, de la intubacién orotraqueal debido al volumen corriente.*®
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Figura 11. Vias de activacion de la apoptosis. A) Via extrinseca: requiere de la activacion de la
caspasa-8 principalmente y estd mediada por receptores de muerte localizados en la membrana
plasmatica (por ejemplo FAS o APO1). B) Via intrinseca: ocurre despolarizaciéon de la membrana
mitocondrial, acompafiada generalmente de la liberacién de citocromo C y activa principalmente la
caspasa-9. Las dos rutas de iniciacion de la apoptosis convergen en la activacion de la caspasa-
3_55
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1.6.1.4 Anti-apoptosis y Survivina

Las caspasas son las Unicas proteasas que no Se encuentran
compartimentalizadas en la célula. Debido a sus efectos catastréficos sobre el
microambiente celular es crucial que la activacion y la actividad de las caspasas
estén estrechamente reguladas. Este proceso est4d controlado por varios
mecanismos como la localizacién subceluar, la regulacion de los niveles de
procaspasa (por ejemplo, el factor de trascripcion Stat-1 regula la expresion de las
procaspasas 1,2 y 3 o mas probable, por la actividad de inhibidores de las
caspasas: proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPs) que se identificaron por
primera vez en baculovirus, en donde son indispensables para impedir la

apoptosis por el virus y por consiguiente permiten la infeccién.

Survivina es Unica entre las IAPs de mamiferos, que contiene solamente un
dominio BIR (Region identificada en Baculovirus) y carece dominio RING en el
extremo carboxilo. Actia como supresor de la apoptosis, interviene en la division
celular y permite la homeostasis celular. Survivina es una proteina de 16.5 kD de
142 aminoéacidos, miembro de las proteinas inhibidoras de apoptosis (IAPS). El
gen que genera esta proteina se localiza en la posicion telemétrica del cromosoma
17. 8 Survivina no tiene un dominio que recluta a las caspasas. Se ha expuesto
gue la survivina inhibe al procesamiento de la procaspasa-3 y la procaspasa -7 y
Se une a estas caspasas activas in vitro. Survivina es regulada durante el ciclo
celular, la cual se expresa en la fase G2-M y se asocia directamente con los
microtUbulos del huso mitético. A diferencia de las otras proteinas del grupo IAPs,
survivina se expresa durante el desarrollo embrionario y fetal, siendo indetectable

en tejido adulto normal.56-57
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2. Justificacion

El pulmén, es un 6érgano muy complejo cuya gran area de la superficie interactia
con el medio ambiente y con el sistema circulatorio. Sin embargo, a pesar del alto
potencial de la exposicion al medio ambiente o dafio sistémico, la renovacion de

células epiteliales es un proceso muy lento.%8

En la actualidad tras un dafio pulmonar, existen opciones terapéuticas limitadas.
El trasplante de pulmdn es la Unica terapia disponible para muchos pacientes con
enfermedad del pulmén en fase terminal, como la Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Cronica (EPOC) y fibrosis pulmonar. Sin embargo, el nimero de
pacientes enumerados para el trasplante pulmonar supera ampliamente el nimero
de 6rganos donantes adecuados. Es por ello que se buscan nuevas terapias con
el objeto de reparar y regenerar el tejido pulmonar, restaurando la funcién

pulmonar.®®

La compleja naturaleza de la estructura y de los mecanismos de reparacion
pulmonar, impacta en la habilidad que afecta la eficiente reparacion.! Las
metaloproteinasas intervienen en diversos procesos fisiologicos y patolégicos del
organismo regulando las vias de sefializacion que controlan procesos como el
crecimiento celular, la inflamacion, la remodelacion y la angiogénesis,
caracteristicos de patologias como fibrosis quistica, asma y tromboembolia en los
que prevalece la inflamacién crénica.® La remodelacién de la matriz extracelular y
la regresion vascular contribuyen a la resolucion de la respuesta inflamatoria y
facilitan la reparacion, aunque, por otro lado, la expresion incesante de las
proteinas de la matriz extracelular aunada al incremento en la angiogénesis

sostiene la progresion de padecimientos neoplasicos.?

El dafio pulmonar, altera el programa de homeostasis celular, activando
mecanismos para reparar y regenerar el epitelio que pueden, continuar hacia una
remodelacion aberrante con procesos de diferenciaciéon inadecuados o

interacciones defectuosas entre el epitelio y el mesénquima generando
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enfermedades cronicas del parénquima pulmonar como bronquiolitis obliterante,

fibrosis y enfisema que pueden involucrar padecimientos vasculares pulmonares.!

Se han desarrollado disefios experimentales de angiogénesis pulmonar en
roedores en los que se genera la produccion de nuevos vasos a partir de las
arterias intercostales como consecuencia de la obstruccion del flujo pulmonar
pinzando la arteria pulmonar.®*Estos modelos son de gran importancia para el
estudio de los mecanismos de inflamacion, participacion de diferentes moléculas
como quimiocinas, medicamentos, mecanismos de accidn para tratar de evitar la
neoformaciéon de vasos sanguineos en procesos carcinogénicos, ademas, de

evaluar las alteraciones en la distensibilidad pulmonar.

Utilizando un modelo experimental en ratas a las que se les ligé la arteria
pulmonar Izquierda (LAPI) para provocar la formacion de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente, en este trabajo de tesis, se
estudiaron los cambios que ocurren en la remodelacién de la matriz extracelular
mediante la expresion de las metaloproteinasas 1, 7 y 13 por efecto de la
angiogénesis y su consecuencia sobre la distensibilidad pulmonar, evaluando,
ademas la remodelacion tisular a través de: 1) formacion de nuevos sanguineos
(expresion de VEGF y CD-31), 2) muerte celular por apoptosis de las células del
endotelio vascular, epitelio bronquial , epitelio alveolar (expresion de caspasa-3,
fragmentacion de DNA), 3) expresion de survivin endotelio vascular, epitelio
bronquial, epitelio alveolar (proteina inhibidora de la apoptosis) y 4) evaluacién

histoldgica.

24



3. Hipotesis

La ligadura de la arteria pulmonar izquierda provocara isquemia e inflamacion en
el pulmén izquierdo generando la compensacion de la irrigacion sanguinea
mediante la formacion de nuevos vasos sanguineos en el pulmoén a partir de las
arterias intercostales, ocasionando cambios en la homeostasis celular y cambios

en la matriz extracelular por lo que:

Mientras mayor sea el proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos
mayor serd la expresion de VEGF, CD31 y la degradacion de colagena y por lo
tanto, una sobreexpresion de las metaloproteinasas 1, 7 y 13 en la matriz

extracelular.

Existira una disminucion de la distensibilidad ocasionada por el dafio pulmonar al

ligar la arteria pulmonar izquierda.
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4. Objetivos

Investigar los cambios que ocurren en la expresion de las metaloproteinasas 1, 7 y

13 cuando ocurre remodelacion de la matriz extracelular por efecto de la

angiogénesis y su consecuencia sobre la distensibilidad pulmonar.

Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Evaluar los cambios que ocurren en la expresion de la metaloproteinasa 1
de la matriz extracelular pulmonar post-angiogénesis.

Evaluar los cambios que ocurren en la expresion de la metaloproteinasa 7
de la matriz extracelular pulmonar post-angiogénesis.

Evaluar los cambios que ocurren en la expresion de la metaloproteinasa 13
de la matriz extracelular pulmonar post-angiogénesis.

Evaluar los cambios que ocurren en la degradacion de las colagenas tipo 1
y 3 de la matriz extracelular pulmonar post-angiogénesis.

Evaluar los procesos de neovascularizacion mediante la expresion del
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) y la Molécula de
Adhesion Celular Endotelial Plaquetaria (CD31 o PECAM-1) en el
parénquima pulmonar post-angiogénesis.

Evaluar la homeostasis celular mediante la expresion de caspasa-3,
survivin y fragmentacion del ADN en el parénquima pulmonar post-
angiogénesis.

Evaluar los cambios histolégicos que ocurren en remodelacion de la matriz

extracelular post-angiogénesis.
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5. Material y Métodos
5.1 Disefio experimental

Se utilizaron 36 ratas Wistar de cualquier sexo, edad variable, con un peso entre
200 y 300 gramos, no relacionadas entre si, sin antecedentes de cualquier
enfermedad y libres de patologia general y pulmonar. Los animales se
mantuvieron en condiciones habituales de bioterio y se manejaron con base en los
lineamientos establecidos en las Especificaciones Técnicas para la Produccion,
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana, NOM-
062-Z00-1999° y en la Guide for Care and Use of Laboratory Animals, U.S.A.”

5.1.1 Grupos de Estudio

Los animales fueron divididos al azar en 6 grupos de estudio.

Grupo |, control sin toracotomia (n=6): Las ratas no fueron sometidas a ningun

procedimiento quirdrgico.

Grupo I, control con toracotomia (n=6): Las ratas fueron sometidas a una

toracotomia.

Grupo I, ligadura de la arteria pulmonar izquierda de 1 a 3 dias (n=6): Las ratas
fueron sometidas a una toracotomia con ligadura de la arteria pulmonar izquierda
gue se mantuvo pinzada durante un periodo de tiempo comprendido entre 1y 3
dias.

Grupo IV, ligadura de la arteria pulmonar izquierda de 4 a 6 dias (n=6): Las ratas
fueron sometidas a una toracotomia con ligadura de la arteria pulmonar izquierda
gue se mantuvo pinzada durante un periodo de tiempo comprendido entre 4 y 6

dias.
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Grupo V, ligadura de la arteria pulmonar izquierda de 7 a 12 dias (n=6): Las ratas
fueron sometidas a una toracotomia con ligadura de la arteria pulmonar izquierda
gue se mantuvo pinzada durante un periodo de tiempo comprendido entre 7 a 12
dias.

Grupo VI, ligadura de la arteria pulmonar izquierda de 13 a 15 dias (n=6): Las
ratas fueron sometidas a una toracotomia con ligadura de la arteria pulmonar
izquierda que se mantuvo pinzada durante un periodo de tiempo comprendido
entre 13 a 15 dias.

5.1.1 Anestesia

Todos los animales se prepararon con 12 horas de ayuno para sélidos y 8 horas
para liquidos, fueron anestesiados con ketamina (0.24ml/100mg peso) y xilacina
(0.012ml/100mg peso) via intramuscular.

5.1.2 Intubacion, ventilacién y técnica quirdrgica

Las ratas se colocaron sobre una tabla de cirugia en posicion supina, se
intubaron con una sonda orotraqueal y se conectaron a un ventilador (Viasys
Respiratory Care, AVEATM) manteniendo una frecuencia respiratoria de 90
resp/min. Se realiz6 tricotomia y asepsia en la region de abordaje e
inmediatamente después, con base en el grupo de estudio y utilizando las técnicas
quirurgicas habituales, se realizO una toracotomia a nivel del tercer espacio
intercostal izquierdo (grupos de estudio Il al VI), acto seguido, se procedi6 a ligar
la arteria pulmonar izquierda con seda 6-0 (grupos de estudio Il al VI).

5.2 Registro de la distensibilidad pulmonar

Los registros de la distensibilidad pulmonar basal se realizaron inmediatamente
después de que las ratas fueron anestesiadas, intubadas y conectadas al

ventilador de la siguiente manera:
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1) Registro de la distensibilidad pulmonar basal en el grupo control sin
toracotomia: Se realiz6 un registro de la distensibilidad pulmonar con el térax
cerrado y una Fraccion inspirada de oxigeno (FiO2) del 21% bajo tres diferentes
presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H20, registros basales con FiO> del 21%).
Obtenido el dltimo registro basal a 18 cm H20, se incrementd la FiO2 del 21% al
100%. Transcurridos 5 minutos, las ratas se sometieron a un minuto de apnea e
inmediatamente después, se registrdé la distensibilidad pulmonar (registro
inmediato post-apnea con FiO2 del 100%). Concluido este registré y manteniendo,
el térax cerrado, se registré la distensibilidad pulmonar con una FiO2 del 100%
bajo tres diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H:0, registros basales
con FiO2 del 100%).

2) Registro de la distensibilidad pulmonar basal en el grupo control con
toracotomia: Se realizé un registro de la distensibilidad pulmonar en forma previa a
la realizacion de una toracotomia (t6rax cerrado) y una FiOz del 21% bajo tres
diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H20, registros basales pre-
toracotomia con FiO> del 21%). Obtenido el dltimo registro basal a 18 cm H:0, se
incrementd la FiO2 del 21% al 100%. Transcurridos 5 minutos, las ratas se
sometieron a un minuto de apnea e inmediatamente después, se registré la
distensibilidad pulmonar (registro inmediato post-apnea y pre-toracotomia con
FiO2 del 100%). Concluido este registro se registro la distensibilidad pulmonar con
una FiOz del 100% bajo tres diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H20,
registros basales con FiO> del 100%). Se realiz6 una toracotomia a nivel del tercer
espacio intercostal izquierdo e inmediatamente después, se realizd un registro de
la distensibilidad pulmonar post-toracotomia y una FiO2 del 21% bajo tres
diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H:0, registros post-toracotomia,
FiO2 del 21%). Obtenido el ultimo registro basal a 18 cm H20 post-toracotomia, se
incrementd la FiO2 del 21% al 100%, transcurridos 5 minutos, las ratas se
sometieron a un minuto de apnea e inmediatamente después, se registrd la
distensibilidad pulmonar (registro inmediato post-apnea post-toracotomia, FiO2 del

100%). Se regqistré la distensibilidad pulmonar con una FiO2 del 100% bajo tres
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diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H20, registros post-toracotomia
con FiO2 del 100%).

3) Registro de la distensibilidad pulmonar basal de los grupos con ligadura de la
arteria pulmonar izquierda: En los grupos de estudio Il al VI, se realizd un registro
de la distensibilidad pulmonar en forma previa a la realizacién de una toracotomia
(térax cerrado) y una FiO2 del 21% bajo tres diferentes presiones inspiratorias (14,
16 y 18 cmH-20, registros basales pre-toracotomia con FiO2 del 21%). Obtenido el
altimo registro basal a 18 cm H20, se incrementd la FiO2 del 21% al 100%.
Transcurridos 5 minutos, las ratas se sometieron a un minuto de apnea e
inmediatamente después, se registr6 la distensibilidad pulmonar (registro
inmediato post-apnea y pre-toracotomia con FiO2 del 100%). Se registré la
distensibilidad pulmonar con una FiO2 del 100% bajo tres diferentes presiones
inspiratorias (14,16 y 18 cm H20, registros basales con FiO2 del 100%). Se realizo
una toracotomia a nivel del tercer espacio intercostal izquierdo y se procedié a
ligar la arteria pulmonar izquierda, inmediatamente después, se realizd un registro
de la distensibilidad pulmonar post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda y una
FiO2 del 21% bajo tres diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H:z0,
registros post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda, FiO> del 21%). Obtenido el
altimo registro basal a 18 cm H20 post-LAPI, se incrementd la FiO2 del 21% al
100%. Transcurridos 5 minutos, las ratas se sometieron a un minuto de apnea e
inmediatamente después, se registré la distensibilidad pulmonar (registro
inmediato post-apnea, post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda, FiO2 del
100%). Concluido este registro, se registrd la distensibilidad pulmonar con una
FiO2 del 100% bajo tres diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H20,
registros post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda con FiO2 del 100%).

Una vez obtenidos todos los registros basales de distensibilidad pulmonar, se
cerrd la cavidad toracica y los planos superficiales de manera convencional
permitiendo que las ratas de los grupos Il al VI se recuperaran de la anestesia.

Una vez recuperadas, las ratas se marcaron con plumén indeleble para su
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identificacion, se colocaron en una caja de acrilico y se mantuvieron bajo
condiciones de bioterio hasta cubrir el tiempo estipulado para el fin de estudio con
base en el grupo de estudio. Concluido el tiempo de estudio establecido, las ratas

fueron anestesiadas, intubadas y conectadas al ventilador de la siguiente manera:

4) Registro de la distensibilidad pulmonar final de los grupos con ligadura de la
arteria pulmonar izquierda: Se realizd un registro de la distensibilidad pulmonar
con torax cerrado y una FiO2 del 21% bajo tres diferentes presiones inspiratorias
(14,16 y 18 cm H20, registros finales térax cerrado post-LAPI con FiO2 del 21%).
Obtenido el dltimo registro basal a 18 cmH20, se incrementé la FiO2 del 21% al
100%. Transcurridos 5 minutos, las ratas se sometieron a un minuto de apnea e
inmediatamente después, se registré la distensibilidad pulmonar (registro
inmediato post-apnea post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda con FiO2 del
100%). Se regqistr6 la distensibilidad pulmonar con una FiO2 del 100% bajo tres
diferentes presiones inspiratorias (14,16 y 18 cm H:0, registros finales post-LAPI
con FiO2 del 100%).

5.3 Obtencién de las muestras.

Concluidos los registros finales de la distensibilidad pulmonar, las ratas fueron
eutanaziadas mediante la administracién de una sobredosis de anestésico y se
procedié a la obtencién de las muestras de parénquima pulmonar, de ambos

pulmones.

5.4 Procesamiento de las muestras.

De cada uno de los pulmones (derecho e izquierdo), se obtuvieron muestras, y
se sumergieron en una solucion amortiguada de formol al 10% durante 24 horas
para su fijacién. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron retiradas del formol
y procesadas para su inclusion en bloques de parafina y obtencion de cortes de 3-
4 um que fueron montados sobre laminillas previamente con se montaron sobre
portaobjetos que fueron tratados previamente con poli-L-lisina para la realizacion

de las determinaciones histolégicas e inmunohistoquimica.
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5.5 Evaluaciones

5.5.1 Evaluacion Histologica

Se realizd una evaluacion histopatologica en las muestras de parénquima de
ambos pulmones utilizando las tinciones de hematoxilina-eosina y rojo sirio. La
tincion hematoxilina-eosina se clasifica como coloracion topografica, ésta permite
obtener una vision general de las estructuras contenidas en un tejido y fue
utilizadas para evaluar la integridad y alteraciones en la matriz extracelular
(inflamacién, hemorragia, fibrosis, formacion de nuevos vasos sanguineos),
mientras que la tincion rojo sirio se clasifica como una tincién histoquimica e indica
la presencia de compuestos quimicos asi como su distribucién dentro de las
células o espacios extracelulares de un tejido pero no proporciona detalles
estructurales y fue utilizada para observar los cambios en el tipo de colagena de la

matriz extracelular del pulmon a través de la captacion de colorante.

5.5.2 Evaluacién Inmunohistoquimica

Se evalu6 la expresion de las metaloproteinasas MMP-1, MMP-7 y MMP-13,
Caspasa-3, VEGF, CD31 y Survivin, en las muestras de parénquima de ambos
pulmones mediante la técnica inmunohistoquimica del sistema estreptavidina-
biotina-peroxidasa, tincion con hematoxilina, contratincién con diaminoetilcarbazol
y los anticuerpos primarios anti-VEGF (Mouse anti-human Monoclonal, Anti-VEGF,
LS-C124779-6,Lifespan, Biosciences), CD-31 (Rabbit Polyclonal Anti-CD31,
250590, ABBIOTEC), Caspasa-3 (Rabbit Polyclonal Anti-Caspase 3, ab79123,
Abcam) anti-survivin (Anti-Survivin NB-500-20-1, Novus Biologicals), MMP-1
(Rabbit Polyclonal Anti-MMP1 Hemopexin domain, ab38929, Abcam), MMP-7
(Rabbit Polyclonal Anti-MMP7 antibody, ab5706, Abcam) MMP-13 (Rabbit
Polyclonal Anti-MMP13 Hinge region, ab39012, Abcam), con base en la siguiente

técnica:
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5.5.2.1 Preparacion del tejido

Las laminillas sobre las que se montaron los cortes de tejido, se incubaron
durante 20 minutos dentro de una estufa mantenida a una temperatura 55°C para
eliminar la parafina. Inmediatamente después, el tejido se rehidratdé y clarifico
mediante una inmersion seriada en xilol (10 minutos), etanol absoluto (1 minuto),
etanol al 90% (1 minuto) y etanol al 70% (1 minuto). Posteriormente, las laminillas
se colocaron en agua destilada durante 10 minutos y en una solucion Buffer Tris-
Salina-Tween 20 con pH 7.6 (TBST: Tris-HCI 0,05 mol/L, NaCl 0,3 mol/L, Tween
20 al 0,1%, conservante al 0,01%, pH 7.6) durante 10 minutos.

5.5.2.2 Exposicion y recuperacion del antigeno

Concluida la preparaciéon del tejido, se realizé la recuperacion del antigeno
colocando las laminillas en una caja de Coplin: a) sumergidas en una solucién
amortiguadora de citratos 10X (Acido citrico 210 g, 1 L de agua destilada , NaOH
para ajustar a pH 6) para la busqueda de VEGF, CD-31, Caspasa-3 y Survivin, y
b) en Solucion de EDTA-Amortiguada 10x (24g Tris Base, 7.4g EDTA [sal
disédica], 2 L de agua destilada, pH 9) para la busqueda de MMP1, MMP7 y

MMP13; siendo este el método quimico de recuperacion.

Al mismo tiempo, el método fisico incluyé la colocacion de la caja de Coplin en el
horno de microondas durante 5 minutos a una potencia de 30 en un rango de
temperatura entre 95-100°C. Transcurrido este tiempo, la caja de Coplin se retird
del horno y se mantuvo a temperatura ambiente para su enfriamiento.
Inmediatamente después de esto, las laminillas se colocaron dentro de una
camara de incubacion humeda mantenida a temperatura ambiente. El tejido, de
cada una de las laminillas se deline6 con un lapiz de cera (Super Pap Pen,
BioCare Medical, PEN1111). EIl tratamiento del tejido para la exposicion de las
metaloproteinasas, se complementé adicionando una gota de Proteinasa K
(Proteinase K, 21627, IHC Select) seguido de una incubacién durante 15 durante

minutos. Las laminillas fueron lavadas con TBST durante 10 minutos.
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5.5.2.3 Eliminacién de la peroxidasa endogena.

Una vez que las laminillas fueron lavadas con TBST durante 10 minutos, se
adicionaron 100 pL de una soluciéon de peroxido de hidrégeno al 3% (diluido en
metanol para la determinacidon de las metaloproteinasas y diluido en agua para la
determinacién de survivina, VEGF, Caspasa-3 y CD31). Transcurridos 15 minutos,
y para la eliminacion de la peroxidasa enddgena, se realizaron dos lavados de 10
minutos con TBST.

5.5.2.4 Bloqueo del pegado inespecifico

Para evitar el “pegado inespecifico” se adicionaron 100 pL de suero bloqueador
(Blocking Serum. Normal Horse Serum, VECTASTAIN, Kit Universal, PK-8800), a

cada una de las laminillas permitiendo una incubacion de 15 minutos.

5.5.2.5 Primer anticuerpo

Se adicionaron, a cada uno de los tejidos, 100uL del primer anticuerpo (anti-
VEGF [LS-C124779-6, Lifespan, Biosciences], Anti-CD31 [250590, ABBIOTEC],
anti-survivin [NB-500-20-1, Novus Biologicals], anti-MMP-1 [ab38929, Abcam],
anti-MMP-7 [ab5706, Abcam] y Anti MMP-13 [ab39012, Abcam]) en dilucion 1:100
( VEGF), 1:150 (CD31), 1:50 (Caspasa-3), 1:300 (Survivina), 1:250 (MMP 1, 7 vy
13) en TBST. Las muestras se incubaron durante 24 horas a una temperatura de
4°C. Se incluyeron controles negativos (sin la adiciébn de anticuerpo a determinar)

en todos los ensayos.

5.5.2.6 Reaccion streptavidina-biotina-peroxidasa.

Transcurrido el tiempo de incubacion a 4°C, se realizaron tres lavados seriados
de 10 minutos cada uno con solucion TBST. Posteriormente se adicionaron 100 pL

del segundo anticuerpo (Biotinylated Universal Secondary atibody that recognizes
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mouse, rabbit and goat 1IgG. VECTASTAIN, Kit Universal, PK-8800) y después de
15 minutos de incubacién a temperatura ambiente se realizaron tres lavados
seriados de diez minutos cada uno con solucion TBST en forma previa a la adicion
de 100 pL del conjugado streptavidina-biotina-peroxidasa (Streptavidin-
Peroxidase, VECTASTAIN, Kit Universal, PK-8800). Transcurridos 15 minutos se

realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada uno con solucién TBST.

5.5.2.7 Revelado de la reaccion antigeno-anticuerpo

Para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo se utiliz6 diaminobenzidina
(Betazoid DAB Chomogen Kit, BioCare Medical, DBD-2004) para el caso de las
metaloproteinasas y aminoetilcarbazol (AEC Substrate Pack, BioGenex, HK092-
5K) para caspasa-3, VEGF, CD-31 y survivina con base en las instrucciones

recomendadas en los estuches comerciales.

A cada uno de los tejidos se les adicionaron 100 pL de diaminobenzidina o de
aminoetilcarbazol con base en la expresién del antigeno a determinar y después
de cinco minutos de incubacién a temperatura ambiente, las muestras se
enjuagaron en agua corriente. Para la contratinciéon de todos los tejidos, sin
importar el uso de diaminobenzidina o de aminoetilcarbazol se realiz6 adicionando
una gota de hematoxilina (Hematoxylin QS Vector, Laboratories, H-3404) y
después de treinta segundos, las muestras se enjuagaron con agua corriente en
forma previa a la incorporacion a una solucion saturada de carbonato de litio
(Fisher Scientific Chemical, S93278) y al montaje en medio acuoso. La expresion
positiva de todos los antigenos evaluados se tifie de color marrén, los controles

negativos se observan de color azul.

La determinacion de apoptosis por el método de TUNEL (TdT- mediated dUTP
nick end labelling) se realiz6 con ayuda de un estuche comercial (ApopTag Plus
Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit S7101, Chemicon Inc) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Este ensayo se basa en la incorporacion de

nucleotidos conjugados con digoxigenina en los extremos 3 'OH de los fragmentos
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de ADN que se forman durante la apoptosis, mediante la accion de la enzima

Terminal Deoxinucleotidol transferansa (TdT).Los fragmentos de ADN que se han

marcado con el digoxigenina-nucleotido se une a un anticuerpo anti-digoxigenina

que esta conjugada con un molécula indicadora de peroxidasa. El conjugado de

anticuerpo de peroxidasa ligado genera enzimaticamente una tinciébn permanente,

intensa y localizada a partir de sustratos cromogénicos (Diaminoetilcarbazol),

proporcionando deteccidén sensible en inmunohistoquimica. La expresion positiva

de fragmentacion nuclear se marca de color marron.

En la figura 12 se ilustra el procedimiento representativo de los pasos a realizar

para la determinacion inmunohistoquimica de los diferentes antigenos.

Fijacion .. Exposiciony
del Procesamiento Adhesion Pzgizi:gn recuperacion
tejido ) del antigeno
Visualizacion de la segundo Bquueg del Eliminacidn de
reaccion antigeno- anticuerpo inegsgil'fi(:: o/ la peroxidasa
anticuerpo conjugado . . enddgena
P ( Jus ) Primer anticuerpo &

Figura 12. Procedimiento

representativo de

inmunohistoquimica de los diferentes antigenos.

los pasos a realizar para

la determinacién
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6. Resultados

6.1 Evaluaciones

6.1 .1 Evaluacion histologica

6.1.1.1 Hallazgos en pulmon

Con la tincion hematoxilina-eosina, se pudo observar la presencia de nuevos
vasos, junto con los procesos de inflamacion, hemorragia, fibrosis y reaccion
fibroblastica. Estos fueron visiblemente mayor en el pulmén izquierdo de las ratas
de todos los grupos de estudio en los que se ligd la arteria pulmonar izquierda, con
respecto al pulmon derecho de esos mismos animales y en comparacion con
ambos pulmones de los sujetos de los grupos control (Gl y Gll). En la figura 13 se
observa las imagenes representativas de un pulmén sano y un pulmén con LAPI

que ha sufrido hemorragia, inflamacion y la formaciébn de nuevos vasos

sanguineaos.
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Figura 13. Tincion hematoxilina-eosina H-E (10x Y 2.5X). A) Pulmén control sano.
B) Pulmén izquierdo 10 dias post-ligadura de la arteria pulmonar. SA: Saco
alveolar EA: Epitelio alveolar, B: Bronquio, V: Vaso sanguineo, H: hemorragia, I:

inflamacion. Barra de 60 pm.
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6.1.1.2 Tipo de colagena

Al evaluar el tejido pulmonar con la tincion rojo sirio y luz polarizada, se observo
que en los grupos control (en los que no se ligo la arteria pulmonar izquierda, Gl,
sin toracotomia y GllI con toracotomia) en ambos pulmones (derecho e izquierdo),
predomina la presencia de colagena tipo Il (fibras de color verde), mientras que
en el grupo Ill, en el que las ratas fueron sometidas a ligadura de la arteria
pulmonar y eutanasia entre uno y tres dias después, se aprecia, ademas de la
expresion de colagena tipo I, la expresion de colagena tipo | (fibras de color rojo)
principalmente, en el pulmon izquierdo (en el que se ligd la arteria) (Figura 14).
Esta expresion, se incrementa en el grupo IV en ambos pulmones (4-6 dias post-
LAPI), aparentemente disminuye en el grupo V (7-12 dias post-LAPI) y se
incrementa considerablemente en el grupo con mayor tiempo de estudio (VI, 13-15

dias).
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Figura 14. (A-L) Tincion Rojo Sirio. Observado con microscopio con luz polarizada (40X). Fibras de colagena tipo | (fibras

de color rojo o anaranjado), tipo Il (fibras de color amarillo) y/o tipo Ill (fibras de color verde). Imagenes representativas
de: A) Tejido pulmonar izquierdo control sin toracotomia (Gl). B) Tejido pulmonar derecho sin toracotomia (Gl). C) Tejido
pulmonar izquierdo con toracotomia (Gll). D) Tejido pulmonar derecho con toracotomia (Gll). E) Tejido pulmonar
izquierdo 1-3 dias con ligadura de la API (Glll). F) Tejido pulmonar derecho 1-3 dias con ligadura de la API (Glll). G)
Tejido pulmonar izquierdo 4-6 dias con ligadura de la APl (GVI). H) Tejido pulmonar derecho 4-6 dias con ligadura de la
API (GIV) (I). Tejido pulmonar izquierdo 7-12 dias con ligadura de la APl (GV). J) Tejido pulmonar derecho 7-12 dias con
ligadura de la APl (GV). (K) Tejido pulmonar izquierdo 13-15 dias con ligadura de la API (GVI). (L) Tejido pulmonar
derecho 13-15 dias con ligadura de la API (GVI). Barra=100 um, n=6/grupo de estudio, 3 campos.
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6.1.2 Evaluacién inmunohistoquimica.

Para la interpretacion de los resultados de la expresion inmunohistoquimica de
las metaloproteinasas 1,7 y 13; del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), del CD-31, y de la survivina, se establecid6 una escala subjetiva de
interpretacion en donde, expresion negativa (-) refiere la no expresion del
antigeno, leve (+) corresponde a una marca muy tenue del anticuerpo alrededor
del vaso o bronquiolo, moderada (++) corresponde a una marca fuerte del
anticuerpo alrededor del vaso o bronquios y severa (+++) corresponde a una
marca intensa del anticuerpo alrededor del vaso o bronquios, observado en 10

campos.

La expresion de caspasa-3 y de T-dUTP, indicadores de la muerte celular que
ocurre por apoptosis, se cuantificO obteniendo el porcentaje promedio de células
positivas (epiteliales bronquiales, epiteliales alveolares y endoteliales vasculares)
en 10 campos 40X para caspasa-3 y en 3 campos 40X para la visualizacion de la

fragmentaciéon del DNA por el método de TUNEL.

6.1.2.1 Metaloproteinasas de matriz extracelular- 1,-7 y -13 (MMP-1, MMP-7,
MMP-13)

a) Metaloproteinasa de matriz extracelular-1 (MMP-1)

Con respecto al control negativo del ensayo y a las muestras de tejido pulmonar
de los grupos control (Gl y GllI), en las ratas del (GV), se observé una marcada
expresion de MMP1 en el endotelio vascular y en el epitelio bronquial de ambos
pulmones (derecho e izquierdo) 8 dias después de haber ligado la arteria
pulmonar izquierda y cuatro dias después, en los animales del grupo (IV), se
observd, ademas, doce dias después de haber ligado la arteria pulmonar
izquierda, compromiso de la pared alveolar pero Unicamente en el pulmoén

izquierdo (en el que se ligd la arteria pulmonar), con marca evidente de esta
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metaloproteinasa en los nuevos vasos, al dia 15 post-ligadura de la arteria
pulmonar izquierda (Foto K, figura 15).

En la tabla 2 se muestra la expresion de la MMP-1 en los diferentes grupos de
estudio, tanto en el epitelio bronquial como el endotelio vascular , observado en 10

campos.

Gll Glir  Glv GV

Epitelio bronquial Pulmén derecho + - + + -
Pulmoén izquierdo + + + + ++ +++

Endotelio vascular Pulmoén derecho + - = = ++ -
Pulmén izquierdo + + + + ++ +++

Escala subjetiva de interpretacion inmunohistoquimica para la expresion de metaloproteinasa 1:
negativa (-), leve (+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 2. Expresién de la metaloproteinasa-1, MMP-1 en epitelio bronquial y endotelio vascular del
pulmén derecho e izquierdo de los grupos control Gl y GII (Control sin toracotomia y con
toracotomia respectivamente) y de estudio GllI-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de

1-15 dias post ligadura).
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Figura 15. (A-K) Determinacién inmunohistoquimica de MMP-1 en tejido pulmonar (10X y 40X). Sistema Avidina-Biotina-
Peroxidasa, tincibn con diaminobencidina, contratincion con hematoxilina. Imagenes representativas de: A) Tejido
pulmonar control sin anti-MMP-1. B) Tejido pulmonar control sin toracotomia (GI).C) Tejido pulmonar control con
toracotomia (Gll). D) Tejido pulmonar derecho 1-3 dias con ligadura de la API (Glll). E) Tejido pulmonar derecho 4-6 dias
con ligadura de la APl (GIV). F) Tejido pulmonar derecho 7-12 dias con ligadura de la APl (GV). G) Tejido pulmonar
derecho 13-15 dias con ligadura de la API (GVI). H) Tejido pulmonar izquierdo 1-3 dias con ligadura de la API (GlIII). 1)
Tejido pulmonar izquierdo 4-6 dias con ligadura de la API (GIV). J) Tejido pulmonar izquierdo 7-12 dias con ligadura de la
APl (GV). K) Tejido pulmonar izquierdo 13-15 dias con ligadura de la APl (GV). EA: Epitelio Alveolar, EB: Epitelio
Bronquial, EV: Endotelio Vascular. Barra= 50 um, n=6/grupo de estudio, 10 campos.
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b) Metaloproteinasa de matriz extracelular -7

Se observo que la expresion de MMP-7 en el tejido pulmonar, se localiza,
principalmente, alrededor de los vasos. Con respecto al control negativo del
ensayo Yy a las muestras de tejido pulmonar de los grupos control (Gl y Gll); en las
ratas del GllIl durante los primeros 3 dias después de haber pinzado la arteria
pulmonar izquierda, la expresion de esta metaloproteinasa se evidencia como una
gran marca alrededor de todos los vasos y bronquiolos, principalmente en el
pulmon izquierdo (Figura 16). En el pulmén izquierdo de las ratas de los grupos de
estudio IV y VI, en los que se ligo la arteria pulmonar, la expresion de MMP7
tiende a disminuir en los dias 4 y 15 después de realizar la ligadura. Doce dias
después de haber ligado la arteria pulmonar izquierda, compromiso de la pared
alveolar pero uUnicamente en el pulmon izquierdo (en el que se ligd la arteria
pulmonar) y en el pulmén izquierdo de las ratas de los grupos de estudio V' y VI (7-
12 dias y 13-15 dias post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda) la expresion

de MMP7 predominé en los vasos pequefios (Tabla 3).

€] Gll Glli GIV GV GVI

Epitelio bronquial Pulmén derecho + + + + +++ -
Pulmon izquierdo + + ++ + ++ +4++
Endotelio vascular Pulmén derecho + + = - ++ -

+

++

+

++

+++

Pulmén izquierdo +

Escala subjetiva de interpretacién inmunohistoquimica para la expresion de metaloproteinasa 7:
negativa (-), leve (+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 3. Expresion de la metaloproteinasa-7, MMP-7 en epitelio bronquial y endotelio vascular de
los pulmones derecho e izquierdo de los grupos control Gl y Gll (Control sin toracotomia y con
toracotomia respectivamente) y de estudio GllI-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de

1-15 dias post ligadura).
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Figura 16. (A-K) Determinacion inmunohistoquimica de MMP7 en tejido pulmonar (10X y 40X). Sistema Avidina-Biotina-
Peroxidasa, tincién con diaminobencidina, contratincibn con hematoxilina. Imagenes representativas de: A) Tejido
pulmonar control sin anti-MMP-7. B) Tejido pulmonar control sin toracotomia (Gl). C) Tejido pulmonar control con
toracotomia (Gll). D) Tejido pulmonar derecho 1-3 dias con LAPI (Glll). (16-E) Tejido pulmonar derecho 4-6 dias con
ligadura de la API (GIV). F) Tejido pulmonar derecho 7-12 dias con LAPI (GV). G) Tejido pulmonar derecho 13-15 dias
con ligadura de la API (GVI). H) Tejido pulmonar izquierdo 1-3 dias con LAPI (GllIl). 1) Tejido pulmonar izquierdo 4-6 dias
con ligadura de la APl (GIV). J) Tejido pulmonar izquierdo control 7-12 dias con ligadura de la APl (GV). K) Tejido
pulmonar izquierdo 13-15 dias con ligadura de la APl (GVI). EA: Epitelio Alveolar, EB: Epitelio Bronquial, EV: Endotelio
Vascular. Barra= 50 um, n=6/grupo de estudio, observando 10 campos.
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c) Metaloproteinasa de matriz extracelular- 13

Con respecto al control negativo del ensayo y a las muestras de tejido pulmonar
de los grupos control (Gl y GIl), no encontramos cambios aparentes en la
expresion de MMP13 por efecto de la angiogénesis (Figura 17). Sin embargo, en
el grupo V tanto en el epitelio bronquial como el endotelio vascular se encontrd
una expresion moderada en el pulmon izquierdo, sin ser significativa, observada

en 10 campos (Tabla 4).

€] Gll Gl aGlv - Gv GViI

Pulmén izquierdo + + + + ++ +
Endotelio vascular Pulmén derecho + + + + + +
Pulmén izquierdo + + + + ++ +

Escala subjetiva de interpretacién inmunohistoquimica para la expresion de metaloproteinasa 13:
negativa (-), leve (+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 4. Expresion de la metaloproteinasa -13, MMP-13 en epitelio bronquial y endotelio vascular
del pulmén derecho e izquierdo de los grupos control Gl y Gll (Control sin toracotomia y con
toracotomia respectivamente) y de estudio GllI-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de

1-15 dias post ligadura).
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Figura 17. (A-K) Determinacién inmunohistoquimica de MMP-13 en tejido pulmonar (10X y 40X). Sistema Avidina-Biotina-
Peroxidasa, tincion con diaminobencidina, contratincion con hematoxilina. Imagenes representativas de: A) Tejido
pulmonar control sin anti-MMP-13. B) Tejido pulmonar control sin toracotomia (GIl). C) Tejido pulmonar control con
toracotomia (Gll). D) Tejido pulmonar derecho 1-3 dias con ligadura de la API (Glll). E) Tejido pulmonar derecho 4-6 dias
con ligadura de la API (GVI). F) Tejido pulmonar derecho 7-12 dias con ligadura de la APl (GV) G) Tejido pulmonar
derecho 13-15 dias con ligadura de la APl (GVI). H) Tejido pulmonar izquierdo 1-3 dias con ligadura de la API (GlII). I)
Tejido pulmonar izquierdo 4-6 dias con ligadura de la API (GIV). J) Tejido pulmonar izquierdo control 7-12 dias con
ligadura de la API (GV). K) Tejido pulmonar izquierdo 13-15 dias con ligadura de la API (GVI). EA: Epitelio Alveolar, EB:
Epitelio Bronquial, EV: Endotelio Vascular. Barra= 50 um, n=6/grupo de estudio, observando 10 campos.
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6.1.2.2 Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

No se observo expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
en ninguna de las muestras de pulmon (tanto derecho como izquierdo) de las ratas
de los grupos control (Gl: con toracotomia y GlI: sin toracotomia). Con respecto al
resto de los grupos de estudio, se encontrd, que la aparicion de nuevos vasos
sanguineos ocurrio tres dias después de haber ligado la arteria pulmonar
izquierda, siendo francamente evidente en los grupos IV (4-6 dias de LAPI) y
grupo VI (13-15 dias de LAPI). Estos hallazgos ocurrieron Unicamente en el

pulmén izquierdo (Figura 18-B).

(A) (B)

Figura 18. Determinacién inmunohistoquimica de VEGF en tejido pulmonar (10X). Imagen
representativa. Sistema Avidina-Biotina-Peroxidasa, tincion con diaminobencidina, contratincion
con hematoxilina. (A): Control negativo, tejido pulmonar sin expresién del VEGF; (B): Expresion del
VEGF en el pulmén izquierdo de una rata del grupo VI, post-15 dias con ligadura de la arteria
pulmonar. EA: Endotelio Alveolar, EB: Epitelio Bronquial, EV: Endotelio Vascular. Barra de 60 pm
n=6/grupo de estudio, 10 campos.

En la tabla 5 se observa Expresion de Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular VEGF en tejido pulmonar derecho e izquierdo de los grupos de estudio
control (GI-Gll) y Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias post

ligadura (GIII-GVI).
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GI Gl Gl GIvV GV GVI

Tejido pulmonar derecho = = - - - -

Tejido pulmonar izquierdo - - + ++ + +++

Escala subjetiva de interpretaciéon inmunohistoquimica para la expresién de VEGF: negativa (-), leve
(+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 5. Expresiéon de Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular VEGF en tejido pulmonar
derecho e izquierdo de los grupos de estudio Gl y Gl (Control sin toracotomia y con toracotomia

respectivamente) y GlII-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias post ligadura).

6.1.2.3 Molécula de Adhesidn Celular al Endotelio Plaquetario

No se observd expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(PECAM-1 o CD31) en ninguna de las muestras de pulmén (tanto derecho como
izquierdo) de las ratas de los grupos control (Gl: con toracotomia y GIl: sin
toracotomia). Con respecto al resto de los grupos de estudio, se identifico la
presencia de (PECAM-1 o CD31) en el pulmén izquierdo de los animales del grupo
VI (13-15 dias de LAPI) (Tabla 6). Estos hallazgos ocurrieron Unicamente en el
pulmén izquierdo (Figura 19-B).

Figura 19. Determinacién inmunohistoquimica de CD-31 en tejido pulmonar (10X). Sistema
Avidina-Biotina-Peroxidasa, tincion con diaminobencidina, contratincion con hematoxilina. (A):
Control negativo (sin anticuerpo), tejido pulmonar sin expresién de CD-31 (B): Expresion de CD-31
en el pulmén izquierdo de una rata del grupo VI, post-15 dias con ligadura de la arteria pulmonar.

Barra=60 um, n =6 /grupos de estudio, 10 campos.

52



Tejido pulmonar derecho

Gl

Gll

Gl

Glv

GV

GVI

Tejido pulmonar izquierdo

++

Escala subjetiva de interpretacién inmunohistoquimica para la expresion de CD-31: negativa (-), leve
(+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 6. Expresion de CD-31 en tejido pulmonar (pulmén derecho e izquierdo) de los grupos de
estudio Gl y GII (Control sin toracotomia y con toracotomia respectivamente) y GlII-GV (Grupos

con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias post ligadura) observado en 10 campos.

6.1.2.4 Caspasa-3, Fragmentacion del DNA (Método de TUNEL) y Survivina

( ‘ :
B 7 e D
r ,3 »” Q EV 4 )
b ; o 0 5
Lhe , - ‘P
. ¥ . A
o .
~sopm s0pm
. o [
—
C D

Figura 20. (A-D) Determinacion inmunohistoquimica en tejido pulmonar (40X). Imagenes
representativas: A) Control negativo, tejido pulmonar sin anticuerpo (B): Expresion de Caspasa-3,
(C) TUNEL positivo en el pulmén izquierdo de una rata del grupo VI, 15 dias post-ligadura de la
arteria pulmonar y (D) expresion de survivina en el tejido pulmonar de una rata del grupo IV. Barra=

80 pm, n=6/ grupo de estudio.

53



La expresion de caspasa-3 en las células pulmonares fue practicamente nula. En
promedio, se observé Unicamente en cuatro de diez campos. El porcentaje de
células epiteliales alveolares y epiteliales bronquiales que expresaron caspasa-3
se muestra en la tabla 7. En esta tabla, no se incluydé el porcentaje de células
endoteliales que expresaron caspasa-3 ya que se observo, solamente en dos
campos de una muestra de tejido pulmonar que correspondi6 a una rata del grupo
control con toracotomia. En el resto de las laminillas, no se observé la expresion

de caspasa-3 en las células endoteliales.

Gl Gll Gl Glv GV GVI

Epitelio Pulmoén 06.625+ 00.000+ 00.00+ 10.375+ 08.250+ 16.375+
alveolar derecho 12.501 00.000 00.000 11.388 10.444 16.970

Pulmon 16.375+ 05.125+ 18.25+ 15.625+ 07.625+ 00.000+
Izquierdo 16.970 14.991 22.840 18.007 10.350 00.000

Epitelio Pulmon 00.750+ 00.000+ 00.00+ 00.000+ 16.500+ 00.000+
bronquial  derecho 02.121 00.000 00.000 00.000 21.098* 00.000

Pulmon 00.000+ 01.500+ 03.62+ 00.000+ 00.000+ 00.000+
Izquierdo 00.000 02.966 05.423 00.000 00.000 00.000

Tabla 7. Porcentaje promedio + DE de 10 campos (40X) de células apoptéticas determinada por el
meétodo inmunohistoquimica por expresién de Caspasa-3 en epitelio alveolar, epitelio bronquial de
los pulmones derecho e izquierdo de los grupos de estudio Gl y GlI (Control sin toracotomia y con
toracotomia respectivamente) y GllI-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias

post ligadura).

El porcentaje de células epiteliales bronquiales que expresaron caspasa-3 de las
ratas del grupo VI (7 a 12 dias post-ligadura de API) fue significativamente mayor
en el pulmén derecho (contralateral al pulmén al que se le ligo la arteria pulmonar
izquierda) (ANDEVA+Tukey: p<0.001vs GI, p<0.001 vs GIl) y significativamente
menor, en el pulmon izquierdo (pulmon con LAPI, ratas del grupo V, 7-12 dias
post-LAPI) (ANDEVA+Tukey: p<0.001 vs GI, p<0.001 GIl). No se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de células alveolares
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gue expresaron caspasa-3, entre los grupos de estudio (ANDEVA+Tukey: Gl, vs
Gll, vs Glll, vs GIV, vs GV, vs GVI: p>0.001).

Los resultados de porcentajes obtenidos de las células del epitelio bronquial,
alveolar y endoteliales que sufrieron muerte celular por apoptosis determinada por
el método de TUNEL se muestran en la tabla 8. Los resultados indican que la
tendencia del porcentaje de células apoptoéticas del endotelio vascular, del epitelio
alveolar y del epitelio bronquial, con excepcién de las células epiteliales
(alveolares y bronquiales) del grupo V, fue mayor, practicamente en todos el
pulmén derecho de las ratas a las que se les ligo la arteria pulmonar con respecto
al pulmon izquierdo de las ratas de los grupos control y del pulmén izquierdo de
las ratas de todos los grupos de estudio, aunque este incremento Unicamente fue
estadisticamente significativo* en: A) las células epiteliales alveolares del pulmon
derecho de las ratas de los grupos de estudio Ill, Vy VI (1-3,7-12,13-15 dias post-
ligadura de la API) que las células epiteliales bronquiales de los pulmones derecho
e izquierdo de las ratas de los grupos control con y sin toracotomia (I y I
respectivamente, ANDEVA+Tukey: p=0.002 vs Glll, p=0.007 vs GVI) y omitiendo
el grupo lll, que las células del epitelio alveolar del pulmon izquierdo de los grupos
control con y sin toracotomia (ANDEVA+Tukey: | y Il respectivamente, ANDEVA:
p=0.003 vs GlllI, p=0.014 vs GVI), B) las células epiteliales bronquiales del pulmén
derecho de las ratas de los grupos de estudio Ill, Vy VI (1-3,7-12,13-15 dias post-
ligadura de la API) que las células epiteliales bronquiales del pulmén derecho e
izquierdo de las ratas de los grupos control con y sin toracotomia (I y Il
respectivamente, ANDEVA+Tukey: p=0.002vs GlII, p=0.004 vs V p=0.007 vs GVI)
y C) las células endoteliales del pulmén derecho de las ratas del grupo VI (13-15
dias con ligadura de la API) que las células endoteliales del pulmén derecho de las
ratas de los grupos control con y sin toracotomia (Gl y GII respectivamente,
ANDEVA+Tukey: p=0.003 vs GIV) y que las células endoteliales del pulmon
izquierdo de las ratas de los grupos de estudio LII, IV y V (controles con y sin
toracotomia, 4-6 dias y 7-10 dias post-ligadura de la API, ANDEVA+ Tukey:
p=0.007 vs GIV; p=0.008 vs GV).
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EA (“:“!? s ‘ '.;" I ' EB! /. _w;.; EV \ N
% Células % Células % Células
apoptoticas del apoptoticas del apoptéticas del
epitelio alveolar.  epitelio bronquial.  endotelio vascular.

Gl | Pulmén 00.000 07.000+ 00.000+
derecho 00.000 11.269 00.000
Pulmén 00.000+ 07.500+ 00.000+
izquierdo 00.000 11.269 00.000

Gll | Pulmoén 05.500+ 08.500+ 07.000+
derecho 07.778 12.021 09.899
Pulmén 04.500+ 00.000+ 00.000+
izquierdo 06.364 00.000 00.000

Glll | Pulmén 51.333+ 50.333+ 42.667+
derecho 14.978* 01.528* 08.622
Pulmén 37.770+ 33.954+ 30.763+
izquierdo 19.858 28.082 19.193

GIV | Pulmon 22.333% 20.333% 18.667%
derecho 03.215 14.503 17.673
Pulmén 17.667x 00.000+ 12.000x
izquierdo 08.021 00.000 01.000

GV | Pulmoén 12.667% 52.333+ 38.667+
derecho 13.317 15.822 13.650
Pulmén 47.667+ 63.667+ 04.000+
izquierdo 04.826* 05.033* 06.928

GVI | Pulmoén 33.286+ 57.786% 46.714+
derecho 18.340* 13.712* 15.102
Pulmén 11.833% 34.167+ 34.667+
izquierdo 09.390 27.250 12.388

Tabla 8. Porcentaje promedio + DE de 3 campos (40X) de células apoptéticas determinadas por el
método de TUNEL en epitelio alveolar, epitelio bronquial y endotelio vascular de los pulmones
derecho e izquierdo de los grupos control Gl y GII (Control sin toracotomia y con toracotomia
respectivamente) y de estudio GllI-GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias

post ligadura). Estadisticamente significativo*.
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Las células del pulmén derecho de las ratas a las que se les ligé la arteria
pulmonar izquierda, presentaron mayor porcentaje de muerte celular por apoptosis
que el pulmén derecho de los grupos control y en su mayoria, que del contralateral
(izquierdo) con un proceso, inverso a la expresion de survivina (Tabla 8). Sin

embargo, esto Ultimo no comparativo, ya que no se cuantifico su expresion.

€] Gll Gir  aGlv - Gv GViI

Epitelio alveolar Pulmén derecho - - + + + +
Pulmén izquierdo - - ++ ++ ++ ++
Epitelio bronquial Pulmén derecho - - + + + +
Pulmén izquierdo - - ++ ++ ++ +
Endotelio vascular Pulmén derecho - + + + + +
Pulmon izquierdo - + + ++ ++ +

Escala subjetiva de interpretacion inmunohistoquimica para la expresién de survivina: negativa (-),

leve (+), moderada (++), severa (+++).

Tabla 9. Expresién de Survivin en tejido pulmonar en 10 campos (pulmén derecho e izquierdo) de
los grupos de estudio Gl y Gll (Control sin toracotomia y con toracotomia respectivamente) y GllI-

GV (Grupos con ligadura de la arteria pulmonar de 1-15 dias post ligadura).

6.2 Distensibilidad pulmonar

6.2.1 Distensibilidad basal con fraccion inspirada de oxigeno al 21% (FiO2, 21%)

El promedio de la distensibilidad pulmonar basal + error estandar, expresada
en (cm H20) obtenida al ventilar a las ratas con una fraccidén inspirada de
oxigeno al 21 % y con una presién inspirada de 14 cm H20 y antes de realizar
cualquier tipo de intervencion quirargica, para cada uno de los grupos de estudio
fue: grupo I, control sin toracotomia 0.137+0.007 cm H20, grupo I, control con
toracotomia 0.019+0.009 cm H:0, grupo lll, 1-3 dias 0.170+0.016 cm H20, grupo
IV, 4-6 dias 0.177+0.017 cm H20, grupo V, 7-12 dias 0.265+0.045 cm H20, y
grupo VI, 13-15 dias 0.217+0.037 cm H20. Al incrementar la presion

inspiratoria a 16 cm H20, los valores fueron: 0.135+0.009 cm H20 en el grupo |,
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0.162+ 0.022 cm H20 en el grupo Il, 0.150+0.015 cm H20 en el grupo lll,
0.163+0.013 cm H20 en el grupo IV, 0.250+0.043 cm H20 en el grupo V y
0.203+0.036 cm H20 en el grupo VI, y finalmente, al incrementar la presion
inspiratoria a 18 cm H20 los valores fueron, para el grupo I, 0.123+0.006 cm Hz0,
para el grupo II, 0.145+0.024 cm H20, para el grupo lll, 0.140+£0.015 cm H20, para
el grupo IV, 0.1500+0.011 cm H20, para el grupo V, 0.257+0.042 cm H20 y para el
grupo VI, 0.200£0.039 cm H20. Aunque los valores de la distensibilidad fueron
basales, se obtuvieron antes de realizar cualquier tipo de intervencion quirdrgica y
las ratas de todos los grupos de estudio se encontraban bajo las mismas
condiciones, la distensibilidad basal, fue significativamente mayor en el grupo V en
comparacion con la encontrada en los grupos | y lll, cuando se manejé una
presion inspiratoria de 14 cm H20 (ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p:0.008 vs Grupo
[) y cuando fue de 18 cm H20 (ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p:0.011 vs Grupo |,
p:0.005 vs IlI).

6.2.2 Distensibilidad final con fraccion inspirada de oxigeno al 21% (FiO2, 21%)

El promedio de la distensibilidad pulmonar final + error estandar, expresada
en (cm H20) obtenida después de realizar una toracotomia en el grupo Il y de
mantener ligada la arteria pulmonar izquierda de las ratas durante 1 a 3 dias en el
grupo lll, 4 a 6 dias en el grupo IV, 7 a 12 dias en el grupo V y 13 a 15 dias en el
grupo VI fueron, al ventilar a las ratas con una fraccion inspirada de oxigeno al
21% con una presion inspirada de 14 cm H20: grupo I, control con toracotomia
0.167+0.006 cm H20, grupo lll, 1-3 dias 0.153+0.013 cm H20, grupo IV, 4-6 dias
0.153+0.013 cm H20, grupo V, 7-12 dias 0.177+0.029 cm H:20, y grupo VI, dias
0.212+0.037 cm H20. Al incrementar la presién inspiratoria a 16 cm H:0, los
valores fueron: grupo Il (0.170+£0.005 cm H20), grupo 1l (0.143+0.009 cm H20),
grupo IV (0.123+0.014 cm H20) grupo V (0.198+0.053 cm H20) y grupo VI
(0.198+0.053 cm H20), y finalmente, al incrementar la presion inspiratoria a 18
cm H20, los valores fueron, grupo Il: 0.147+0.006 cm H20, grupo IlI: 0.132+0.007
cm Hz20, grupo IV: 0.118+0.014 cm H20, grupo V: 0.188+0.039 cm H20 y grupo VI:
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0.210£0.043 cm H20. Independientemente del valor de la presion inspiratoria, no
encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar la
distensibilidad final entre los grupos de estudio, tampoco al comparar estos
valores con los obtenidos en la distensibilidad basal (ANDEVA+Tukey+Bonferroni,
p>0.05). Los valores de la distensibilidad pulmonar promedio + error estandar
obtenida en forma basal o al finalizar el tiempo de estudio establecido para cada
uno de los grupos de estudio, con una fraccion inspirada de oxigeno al 21% y con

presiones inspirada de 14, 16 y 18 cm H20 se muestran en la tabla 10 y se

ilustran en las figuras 21, 22 y 23.

Pre-LAPI Pre-LAPI Post-LAPI Pre-LAPI Post-LAPI Pre-LAPI
Grupos FiO2 21% FiO2 21% FiO2 21% FiO2 21% FiO2 21% FiO2 21%
de P.ins 14 P.ins 14 P.ins 16 P.ins 16 P.ins 18 P.ins 18
estudio cm H20 cm H20 cm H20 cm H20 cm H20 cm H20
Gl 0.137+ 0.000+ 0.135+ 0.000+ 0.123+ 0.000+
0.007 0.000 0.009 0.000 0.006 0.000
Gl 0.0192+ 0.167+ 0.162+ 0.170 0.145+ 0.146+
0.009 0.006 0.022 +0.005 0.023 0.006
Gl 0.170+ 0.153+ 0.150+ 0.143+ 0.140+ 0.132+
0.016 0.013 0.015 0.009 0.015 0.007
GIV 0.177+ 0.153+ 0.163+ 0.123+ 0.150+ 0.118+
0.017 0.014 0.013 0.014 0.011 0.014
GV 0.265+ 0.177+ 0.250+ 0.198+ 0.257+ 0.188+
0.045 0.029 0.043 0.053 0.041 0.039
GVI 0.217+ 0.212+ 0.203+ 0.198+ 0.200+ 0.210+
0.037 0.037 0.036 0.053 0.039 0.043

Tabla 10. Valores promedio de la distensibilidad pulmonar (cm H20) basal (pre-LAPI) y final (Post-
LAPI) + Error Estandar (EE) expresadas en cm H20 de los grupos de estudio | al VI, obtenidos con

una fraccion inspirada de oxigeno al 21% y presiones inspiratorias de 14, 16,18 cm H20.
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Figura 21. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio = EE de los
grupos control (1 y 1) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (ll1-VI), con una

FiO2 al 21% y una presion inspiratoria de 14 cm H20.
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Figura 22. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio = EE de los
grupos control (1 y 1) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (ll1-VI), con una

FiO2 al 21% y una presion inspiratoria de 16 cm H2O.
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Figura 23. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio + EE de los
grupos control (1 y 1) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (ll1-VI), con una

FiO2 al 21% y una presion inspiratoria de 18 cm H20.

6.2.3 Distensibilidad basal con fraccion inspirada de oxigeno al 100%, (FiO2,
100%)

El promedio de la distensibilidad pulmonar basal + error estandar, expresada
en (cm H20) obtenida al ventilar a la rata con una fraccién inspirada de oxigeno
al 100% y con una presion inspirada de 14 cm H20 y con apnea inducida
durante 1 min fue: grupo I: (0.050+0.017 cm H20), grupo II: (0.132+0.021 cm
H20), grupo llI: (0.102+0.014 cm H20), grupo IV (0.153+0.018 cm H20), grupo V
(0.192 +0.044 cm H20), y grupo VI (0.125+0.031 cm H20). Al suspender el
minuto de apnea, la distensibilidad con una presién inspiratoria de 14 cm
H20 fue: grupo | (0.117+0.007 cm H20), grupo Il (0.163+0.020 cm H20), grupo llI
(0.145%0.011 cm H20), grupo IV (0.177+0.021 cm H20), grupo V (0.248+£0.042 cm
H20) y grupo VI (0.203£0.037 cm H20). Al incrementar la presion inspirada a 16
cm H20, grupo | (0.105+0.006 cm H20), grupo 1l (0.147+0.014 cm H20), grupo Il
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(0.145+0.012 cm H20), grupo 1V (0.160 +0.011 cm H20), grupo V (0.242+0.041 cm
H20) y grupo VI (0.178+0.033 cm H20), con presién inspiratoria de 18 cm H:0,
las mediciones fueron: grupo I: (0.107£0.008 cm H20), grupo II: (0.143+0.017 cm
H20), grupo lll, (0.135£0.014 cm H20), grupo IV, (0.143+0.014 cm H20), grupo V,
(0.237+0.041 cm H20) y grupo VI (0.162+0.032 cm H20). Aunque los valores de
la distensibilidad fueron basales, se obtuvieron antes de realizar cualquier tipo de
intervencion quirdrgica y las ratas de todos los grupos de estudio se encontraban
bajo las mismas condiciones, la distensibilidad basal, fue significativamente mayor
en el grupo V en comparacion con la encontrada en el grupo | cuando se manej6
una presion inspiratoria de 14 cm H20 mas un minuto de apnea
(ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p:0.005), la misma presion, sin apnea inducida
(ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p:0.022 vs Grupo I) y con una presion inspiratoria de
18 cm H20 (ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p:0.022 vs Grupo ).

6.2.4 Distensibilidad final pulmonar con fraccion inspirada de oxigeno al 100%,
(FiO2, 100%)

El promedio de la distensibilidad pulmonar final + error estandar, expresada en
(cm H20) obtenida después de realizar una toracotomia en el grupo Il y de
mantener ligada la arteria pulmonar izquierda de las ratas durante 1 a 3 dias en el
grupo lll, 4 a 6 dias en el grupo IV, 7 a 12 dias en el grupo V y 13 a 15 dias en el
grupo VI fueron, al ventilar a las ratas con una fraccion inspirada de oxigeno al
100% con una presioén inspirada de 14 cm H20 y un minuto de apnea inducida
fue: grupo 1l (0.143+0.012 cm H20), grupo Il (0.083+0.020 cm H20), grupo IV
(0.087+£0.0177 cm H20), grupo V (0.168+0.043 cm H20), y grupo VI (0.147+0.026
cm H20). Al suspender el minuto de apnea, la distensibilidad con una presion
inspiratoria de 14 cmH20 fue: grupo Il (0.153+0.003 cm H20), grupo |lli
(0.135£0.012 cm H20), grupo IV (0.142+0.015 cm H20), grupo V (0.235+£0.053 cm
H20) y grupo VI (0.218+0.033 cmH20), al incrementar la presion inspiratoria a
16 cm H20, los valores fueron: grupo Il (0.155+0.007 cm H20), grupo Il
(0.118%0.016 cm H20), grupo IV (0.123+0.012 cm H20), grupo V (0.212+0.050 cm
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H20) y grupo VI (0.202+0.032 cm H20) y finalmente, con una presion
inspiratoria de 18 cm H20: grupo Il (0.143+0.007 cm H20) grupo 1l (0.118+0.005
cm H20), grupo IV (0.118+0.011 cm H20), grupo V (0.203+0.056 cm H20) y grupo
VI (0.192+0.025 cm H20). Independientemente del valor de la presion inspiratoria
y del minuto de apnea inducida con una presion de 14 cm H20, no encontramos
diferencias estadisticamente significativas al comparar la distensibilidad final entre
los grupos de estudio, tampoco al comparar estos valores con los obtenidos en la
distensibilidad basal (ANDEVA+Tukey+Bonferroni, p>0.05). Los valores de la
distensibilidad pulmonar promedio + error estandar obtenida en forma basal o al
finalizar el tiempo de estudio establecido para cada uno de los grupos de estudio,
con una fraccion inspirada de oxigeno al 100 % y con presiones inspirada de 14
(con y sin un minuto de apnea), 16 y 18 cm H20 se muestran en la tabla 11 y se
ilustran figuras 24, 25, 26 y 27.

Pre-LAPI  Post-LAPI  Pre-LAPI  Post-LAPI  Pre-LAPI  Post-LAPlI  Pre-LAPI  Post-LAPI

Grupos Fi02 Fi02 Fi02 Fi02 FiOZ FiOZ Fi02 Fi02
de 100%, 100%, 100%, 100%, 100%, 100%, 100%, 100%,

estudio P.ins 14 P.ins 14 P.ins 14 P.ins 14 P.ins 16 P.ins 16 P.ins 18 P.ins 18

+Apnea +Apnea cm H2O cm H2O cm H2O cm H2O cm H2O cm H20

Gl 0.050+ 0.000+ 0.117+ 0.000+ 0.105+ 0.000 0.107+ 0.000+
0.017 0.000 0.007 0.000 0.006 +0.000 0.008 0.000

Gl 0.132+ 0.143+ 0.163+ 0.153+ 0.147+ 0.155+ 0.143+ 0.143+
0.021 0.012 0.020 0.003 0.014 0.007 0.017 0.007

Gl 0.102+ 0.083+ 0.145+ 0.135+ 0.145+ 0.118+ 0.135+ 0.118+
0.014 0.020 0.011 0.012 0.012 0.016 0.014 0.005

GIV 0.153+ 0.087+ 0.177+ 0.142+ 0.160+ 0.123+ 0.143+ 0.118+
0.018 0.017 0.020 0.015 0.011 0.012 0.014 0.010

GV 0.192+ 0.168+ 0.248+ 0.235+ 0.242+ 0.212+ 0.237+ 0.203+
0.043 0.043 0.042 0.053 0.041 0.050 0.041 0.056

GVI 0.125+ 0.147+ 0.203+ 0.218+ 0.178+ 0.202+ 0.162+ 0.192+
0.0311 0.027 0.036 0.033 0.033 0.032 0.032 0.025

Tabla 11. Valores promedio de la distensibilidad pulmonar (cm H20) basal (pre-LAPI) y final (Post-
LAPI) promedio + Error Estandar (EE) expresadas en cm H20 de los grupos de estudio | al VI,
obtenidos con una fraccién inspirada de oxigeno al 100 % y presiones inspiratorias de 14,16,18 cm

H20 ademas de 14 cm H20 con un minuto de apnea inducida.
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Figura 24. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio + EE de los
grupos control (1 y 1) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (IlI-VI), con una

FiO2 al 100% y una presion inspiratoria de 14 cm H20 con un minuto de apnea.
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Figura 25. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio = EE de los
grupos control (1 y 1) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (ll1-VI), con una

FiO2 al 100 % y una presion inspiratoria de 14 cm H20.
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Figura 26. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio + EE de los
grupos control (I y 1) y de los grupos con LAPI (llI-VI), con una FiO2 al 100 % y una presion
inspiratoria de 16 cm Hz0.
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Figura 27. Distensibilidad pulmonar basal (Pre-LAPI) y final (Post-LAPI) promedio + EE de los
grupos control (1 y 1l) y de los grupos con ligadura de la arteria pulmonar izquierda (ll1-VI), con una

FiO2 al 100 % y una presion inspiratoria de 18 cm H20.
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7 Discusion

La angiogénesis, se refiere al proceso que conduce a la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente, y especificamente en el
pulmén. Requiere remodelacion y crecimiento de la vasculatura sistémica, lo que
es de suma importancia en diferentes alteraciones caracterizadas por inflamacion
crénica como fibrosis, asma, y tromboembolia“en las que, la matriz extracelular,
junto con la accion de las metaloproteinasas, regulan la actividad de diferentes
moléculas y factores que contribuyen en la reparacion del dafio y resolucién de la
inflamacion.? La isquemia pulmonar, que resulta de un tromboembolismo o de
otras causas de obstruccion de la arteria pulmonar, permite que la circulacion
sistémica prolifere dentro y alrededor del pulmén y “ligar la arteria pulmonar”, crea
un modelo experimental Unico de obstruccion pulmonar y angiogénesis, con el que
es posible investigar mecanismos de neovascularizaciéon,* mecanismo importante

para la remodelacion vascular, el proceso cicatricial y sus anomalias.®°

El objetivo de este trabajo, radicd en investigar los cambios que ocurren en la
expresion de metaloproteinasas 1, 7 y 13 (MMP1, MMP7 y MMP13) en el tejido
pulmonar por efecto de la angiogénesis y su consecuencia, sobre la distensibilidad
pulmonar, utilizando un modelo experimental en rata, en el que mediante técnicas
quirdrgicas convencionales, se mantuvo ligada la arteria pulmonar izquierda
durante diferentes periodos de tiempo, con el fin de obstruir el flujo sanguineo y

generar angiogénesis pulmonar a partir de las arterias intercostales.

La angiogénesis se basa en la migracion de células endoteliales dentro y
alrededor de los tejidos conectivos, en donde las metaloproteinasas, degradan
compuestos de la matriz extracelular como laminina, fibronectina, elastina y
proteoglicanos con la subsecuente liberacion de fragmentos bioactivos pro-
angiogénicos, y proteinas como el factor de crecimiento del endotelio vascular

(VEGF) que se une a la fraccion heparan-sulfato de los proteoglicanos,
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procesando factores de crecimiento, integrinas, moléculas de adhesion, creando
un balance entre los efectos pro-angiogénicos y anti-angiogénicos.

Diferentes factores pro-angiogénicos como el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), se activan por metaloproteinasas facilitando la angiogénesis.°
Esta reportado que, en ratones, la proliferacion de arterias intercostales y la
perfusion del pulmon, se desarrolla entre 4 y 5 dias después de ligar la arteria
pulmonar izquierda con un incremento de células inflamatorias en el liquido de
lavado bronquioalveolar y que las células inflamatorias que rodean la
microvasculatura, son esenciales para la neovascularizacion.* En este trabajo, la
expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en el tejido
pulmonar, se observo tres dias después de haber ligado la arteria pulmonar y
Unicamente en el pulmoén en el que se ligd la arteria (pulmén izquierdo), siendo
francamente evidente; en los grupos de estudio IV y VI que corresponden a los
dias (4-6) y (13-15) post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda. De igual forma,
mediante la tincion rojo sirio se identific6 que las fibras de colagena tipo |,
mostraron un comportamiento similar al de la expresion del VEGF; ya que se
identificaron mas fibras de colagena tipo I, tres dias después de haber ligado la
arteria pulmonar y anicamente en el pulmén en el que se ligd la arteria (pulmén
izquierdo); esta expresion, se incrementd entre 4 y 6 dias post-ligadura de la
arteria pulmonar y de manera considerable entre 13 y 15 dias después de haber
ligado la arteria pulmonar izquierda. Esta reportado que las metaloproteinasas,
ejercen diferentes efectos sobre las células endoteliales necesarios para la
migracion celular y formacién del tubo. La metaloproteinasa de membrana 1 (MT1-
MMP) esta principalmente relacionada con la migracion endotelial e invasion de
las barreras de fibrina debido a su actividad fibrinolitica.®°La colagendlisis, requiere
la uniéon del dominio hemopexina de las colagenasas a las fibras de colagena
nativa para que ocurra la protedlisis. EI mecanismo por el cual, la
metaloproteinasa de membrana 1 (MT1-MMP) contribuye al brote de nuevos
vasos es a través de la degradacion de colagena tipo 1 y de la activaciéon de la

pro-metaloproteinasa 2 (pro-MMP2); que en su forma activa (MMP2) regula el
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brote de los nuevos vasos mediante la liberacion de citocinas y factores de
crecimiento. La matriz extracelular, ademas de mantener la estructura funcional de
un tejido, funciona como “esponja” para la unién de citocinas y factores de
crecimiento que, de manera controlada, son blanco de diferentes
metaloproteinasas como es el caso de la union factor de crecimiento del endotelio
vascular-metaloproteinasa (VEGF-MMP) que permanece como complejo inactivo
con el factor de crecimiento del tejido conectivo (CTFC) que se activa cuando es
blanco de las metaloproteinas MMP1 y MMP13. Esta unién especifica del VEGF a
los componentes de la matriz extracelular crea un soporte guia para las células
endoteliales que desencadenan la neo-angiogénesis, sin embargo, si durante este
proceso ocurre la union del VEGF a las metaloproteinasas 3 o0 9 (VEGF-MMP3,
VEGF-MMP9) se forma un complejo de union no-heparina activo y de vida corta

que provoca un brote irregular de los vasos sanguineos.? 61

Con respecto a la expresion de las metaloproteinasas, en este trabajo, se
observé una marcada expresion de la metaloproteinasa MMP1 en el endotelio
vascular y en el epitelio bronquial de ambos pulmones (derecho e izquierdo) 8 dias
después de haber ligado la arteria pulmonar con compromiso de la pared alveolar
entre los dias 12 y 15 post-ligadura de la arteria pulmonar pero Unicamente en el
pulmén izquierdo, mientras que la expresion de MMP-7 en el tejido pulmonar, se
observo tres dias después de haber pinzado la arteria pulmonar izquierda
principalmente en bronquiolos del pulmén derecho del grupo GV y pulmén
izquierdo del grupo VI y al igual que la MMP-1, con compromiso de la pared
alveolar pero Unicamente en el pulmén izquierdo (en el que se ligé la arteria
pulmonar), sin embargo, no se observaron cambios en la expresion de la
metaloproteinasa 13 (MMP-13). La metaloproteinasa 7 (MMP-7) expresada en
células y tejidos relacionados con factores de transcripcion, exclusivamente de tipo
de origen epitelial®®, promueve la vascularizacién incrementando la proliferacion de
células endoteliales sobre-regulando la expresion endotelial de MMP-1, e induce
angiogénesis “in vitro”, 6 expresada por diferentes tipos de células (fibroblastos,

células endoteliales, condrocitos y osteoblastos).®! Las colagenasas MMP1 y
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MMP13 degradan fibras de colagena tipo I, Il y lll en gelatina, que es blanco de las
gelatinasas MMP2 y MMP9. La metaloproteinasa MMP13 degrada también,
colagena tipo IV, IX, X y XIV, tenesina, fibronectina, agrecan, fibrilina-1 mientras
gque MMP7 no es capaz de degradar colagenas fibrilares intactas, pero puede
digerir otros componentes de la matriz extracelular como gelatina, laminina,

fibronectina, vitronectina y elastina.®%.62

Contrariamente a la actividad pro-angiogénica, las metaloproteinasas se
enclavan en el ectodominio de VE-cadherina alterando la union de adhesion
célula-célula, liberando fragmentos solubles de VEGF, que compiten con el VEGF
unido a la matriz, por el mismo receptor de superficie (VEGFR2). La
metaloproteinasa 7 (MMP7), regula negativamente la angiogénesis. MMP7 genera
polipéptidos anti-angiogénicos por la via plasmindgeno-angostatina. Esta Ultima,
inhibe la proliferacion de células endoteliales y promueve la apoptosis epitelial. Por
otro lado, MMP7 genera endostatina (otro inhibidor endégeno de la angiogénesis)

por degradacion de la colagena tipo XVIIl y genera, por protedlisis neostatina.®®

La distensibilidad pulmonar no se modificé significativamente ni por efecto de la
ligadura de la arteria pulmonar, ni por efecto del tiempo que se mantuvo ligada la
arteria pulmonar. Sin embargo, aunque no fue estadisticamente significativa, se
observé una disminucion en la distensibilidad pulmonar en todos los grupos de
estudio en los que se mantuvo ligada la arteria. Y la diferencia estadistica entre las
mediciones de distensibilidad basal entre los grupos de estudio se atribuye a que
justamente, 4 ratas del grupo de estudio V, presentaron distensibilidades muy
altas, que fluctuaban entre 0.2 y 0.3 cm H20/mL, independientemente de que los
animales asignados a cada uno de los grupos de estudio fueron elegidos al azar.
Los resultados histoloégicos mostraron desarrollo de fibrosis pulmonar a partir del
dia 10 post-ligadura de la arteria pulmonar izquierda. Los principales
constituyentes de una lesion fibrética son colagenas intersticiales como la tipo | y
la tipo Ill y el depdsito excesivo de estas fibras durables puede provocar

alteraciones en la estructura y funcion propia del tejido. Las metaloproteinasas son
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moléculas importantes en el mantenimiento de la matriz extracelular y en los
procesos de reparacion del tejido que si son disfuncionales pueden culminar en
fibrosis. Los procesos pueden transcurrir normalmente u ocurrir una respuesta
fibrética al dafo tisular. Las metaloproteinasas tienen efectos inhibidores y
estimuladores en la fibrosis, mientras unas la reducen, otras la promueven
participando en los procesos de proliferacion, diferenciacion, angiogénesis y
apoptosis celular de la matriz, responsable del mantenimiento del soporte
estructural de los tejidos.3 Diferentes reportes experimentales de dafio pulmonar
inducido por bleomicina y radiacion, indican que las metaloproteinasas MMP7 y
MMP13 tienen actividad pro-fibrética y que la MMP13 permanece sin alteraciones
y no ejerce efecto alguno en los disefios experimentales de hipoxia pulmonar3®, lo
gue podria explicar de alguna manera, que la expresion de esta metaloproteinasa
no se modificara en este proyecto de investigacion; y con respecto al proceso
apoptoético, se observé que las células epiteliales tanto del bronquio como del
alveolo, asi como las células endoteliales del pulmén derecho de las ratas a las
que se les ligo la arteria pulmonar izquierda, presentaron mayor porcentaje de
muerte celular por apoptosis que el pulmén derecho de los grupos control y en su
mayoria, que el pulmén contralateral (izquierdo) siendo este proceso, inverso a la
expresion de survivina y esta documentado que las metaloproteinasas tienen la
capacidad de actuar sobre sustratos que influencian la apoptosis con actividad
pro-apoptética sobre las células endoteliales.’°La metaloproteinasa 7 (MMP7)
incrementa la apoptosis a través de la activacion de Fas, excepto en células
cancerosas que son refractarias a esta sefial apoptética debido a anormalidades
proteicas en la cascada de sefiales de transduccién® concomitantemente, FasL

protege a las células cancerosas de la toxicidad por quimioterapia.®®
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8 Conclusiones

Con base en el objetivo de este proyecto, que radicé en investigar los cambios
que ocurren en la expresion de metaloproteinasas 1, 7 y 13 (MMP1, MMP7 y
MMP13) en el tejido pulmonar por efecto de la angiogénesis y su consecuencia,
sobre la distensibilidad pulmonar, utilizando un modelo experimental en rata; en el
gue mediante técnicas quirurgicas convencionales, se mantuvo ligada la arteria
pulmonar izquierda durante diferentes periodos de tiempo con el fin, de obstruir el
flujo sanguineo y generar angiogénesis pulmonar a partir de las arterias
intercostales y en la hip6tesis planteada que dicta que “La ligadura de la arteria
pulmonar izquierda provocara isquemia e inflamacion en el pulmén izquierdo
generando la compensacion de la irrigacion sanguinea mediante la formacion de
nuevos vasos sanguineos en el pulmén a partir de las arterias intercostales,
ocasionando cambios en la homeostasis celular y cambios en la matriz

extracelular, se concluye que:

1) La metaloproteinasa 1, se expresa en ambos pulmones (derecho e izquierdo)
8 dias post ligadura de la arteria pulmonar (LAPI) y Gnicamente en el pulmon
izquierdo entre 13 y 15 dias post-LAPI.

2) La metaloproteinasa 7, se expresa 3 dias después de haber pinzado la arteria
pulmonar.

3) La metaloproteinasa 13, no se modifica por LAPI.

4) La expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), y la
identificacion de las fibras de colagena tipo |, se observan a partir del dia 3
post-LAPI Unicamente en el pulmén en el que se ligd la arteria y es mas
evidente, entre los dias (4-6) y (13-15) post-LAPI.

5) La distensibilidad pulmonar no se modificd significativamente ni por efecto de
la ligadura de la arteria pulmonar, ni por efecto del tiempo que se mantuvo
ligada la arteria pulmonar, aunque se observa una disminucion en la

distensibilidad pulmonar en todos los grupos de estudio en los que se

71



6)

7)

mantuvo ligada la arteria con valores de recuperacion a los 13-15 dias post-
LAPI.

Las células del pulmon derecho de las ratas a las que se les ligo la arteria
pulmonar izquierda, presentaron mayor porcentaje de muerte celular por
apoptosis que el pulmoén derecho de los grupos control y en su mayoria, que
del contralateral (izquierdo) con un proceso, inverso a la expresion de
survivina.

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular desempefian un papel central
en los procesos isquemia, inflamacion, proliferacion, migracion, diferenciacion,

angiogénesis y apoptosis que mantienen la distensibilidad pulmonar.
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