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RESUMEN

El wransplante pulmonar es la dnica posibilidad terapedtica, para pacientes con
pulmén en estado terminal; sin embargo, las complicaciones que se presentan después
del transplante como la cicatrizacién bronquial deficiente, no han permitido que esta
medida terapedtica sea muy exitosa. Esta complicacion puede ser el resultado de
varios factores como la ininunosupresion, la isquemia, infecciones y/o el fenémeno de
rechazo. Para poder discernir, cual es el efecto de cada factor en la deficiente
cicatrizacién bronquial, es necesario observar el efecto aislado de cada uno en la
cicatrizacion bronquial,

Debido a que existen pocos trabajos que evaluen el efecto de los
inmunosupresores en la cicatrizacién bronquial, en este trabajo se evalué el efecto de
3 inmunosupresores (azatioprina, ciclosporina y preduisona) en la cicatrizacién
bronquial, en un modelo de autotransplante pulmbnar canino,

Se emplearon tres parfmetros comparativos, para. lograr el objetivo, el
histolégico, la cuantificacién de la-concentracion de colégena y la medicién de la
fuerza tensil de ruptura (FTR). Para el anélisis estadfstico se utiliz6 una prucba no

parainétrica, la U de Mann-Whitney.

En cuanto al andlisis hlsmléglco y la-concentracién de colégena de las
anastomésns no hubo dlferenc:as estadisticamente significativas al comparar el grupo
control con respecto a los grupos‘ problema. Sin embargo,. en lo que’fespgqta ala
FIR, los grupos de prednisona (4 mg/kg/dia) y’ciclosporiné 5 mg/kg/ﬁiﬁ)_pfesef\tan
diferencias est'adisticameme signiﬁcativas al cbmpararse con el grupo.cbn'trol“ Es.
decir, - la_cicatrizacion bronqunl es afectada por éstos dos férmacos a las dosis ‘
empleadas; pero este-efecto no es debndo ala Lalmdad de wlégena deposnada smo
probablememe a la forma de deposltarse de ésta 0 a una polnmenuclén dehclente de

la misma, ya que se altera la FI‘R




I. INTRODUCCION.

El término de enfermedad pulmonar en estado terminal se refiere a cambios
anatémicos severos, extensos ¢ irreversibles en los pulmones, distorsiones anatémicas
que perturban el intercambio gaseoso (1).

Clinicamente el paciente se encuentra en un estado de insuficiencia respiratoria,
por lo que no puede sostener el mecanismo aerébico sin ayuda de Op suplementario
(ventilacién) (1-3).

Las enfermedades que provocan estos dafios extremos ¢ irreversibles en el
parénquima pulmonar se han clasificado en tres grupos: de tipo restrictivo, como la
fibrosis pulmonar idiopética; de tipo obstructivo, como el enfisena, la bronquiolitis,
la bronquiolitis crénica y el asma; y las infecciosas crénicas (2).

Para todos estos pacientes, una vez que la enfermedad se encuentra en un estadio
avanzado (pulmén en estado terminal), las posibilidades terapéuticas que mejoren su
calidad de vida précticamente son nulas, por lo que ¢l transplante pulmonar lc§ ofrece
una buena‘altema(i'va terapéutica (3). ’ .

Durante los aftos 80's hubo grandes progresos en el campo del transplante, lo que
uajo como consecuencia un ilnpulso“eﬁ blab inmunolog[zi. la biOQuﬁﬁica la fisiologfa,-
etc;, en 6rganos como el nﬂ(m ¢l higado y el corazén. Sin embargo los progresm en
el transplame pulmonar fueron pocos (2 4). : ’

El pulm(m es un 6rgano panicularmeme compllcado para el tramplame debu!o a

) 'que posce una superﬂcne epnelial sumameme delicada y. expuesta al ambzento .

externo, - por. Jo que en condlclones normales requiere de una inmunidad nalural muy g

eficiente contra: an([genos provememes del exterior G b) La expenencna-en el

" transplante de érganos ha demostrado que el pulmén tiene una capacndad de rcchazu

supenor alade cualquner otro érgano (7)




NS

Ademds existen problemas con la cicatrizacion bronquial que se han atribuido en
parte a la isquemia que sufre el lugar de la anastomosis bronquial, lo que entorpece el
inicio del proceso de cicatrizacion (2,8,9).

Por otra parte, también la inmunosupresion dificulta el transplante del pulmén
debido a que disminuye la produccion de macréfagos, interfiere probablemente con la
regeneracion celular, la proliferacion de fibroblastos, el depésito de coldgena y la

neovascularizacion de la herida (4,10,11).

1. Cicatrizacién,

Como ya se mencion6 anteriormente, uno de los prinéipales problemas que se
_presemah después del transplante pulmonar, estd refacionado con la cicatrizacion
bronquial, ‘

El proceso de la fonnacion de la cicatriz es similar ¢n os difcremes tejidos. En
cuanto se produce la lesion en el tejido conjuntivo, se desarrolla una compleja serie de
fenémenos que éventualmeme darén dos resultados. Uno, la inﬂaﬁwi6n, fa cual
Hlevard a la acumulacion extravascular de. células y de lfquido. El bo‘tro, es la
reparacion medianté la formacién de cicatriz, que continuaré hasta reslé’blec:cr’ la-
éominuidad anatomica, = Estos proéesos tienen una superposici(m cronolégica y:
comparten muchos de los perfodos iniciales, asi que Ia subdnvnsnén del proceso en un
orden de eventos es solamente con fines didécticos (2, 12- l5) | :

El proceso de cncatnzaclén sepucde subdividir en tres fases. a) fase mﬂamatonaf '
0 ‘exudado, b) fase ﬁbrobléstlca o proliteranva y ¢) fase de rcmodelacnén 0
, maduracnén(lS) ' :

Eﬂ..hﬂllllﬂnﬂl Es una reacclén mespeciﬁca del tejldo conjunuvo
vasculamado. Inmediatamente después de produclda la lesion hay un’pcriod_o de -

isquemia variable, por lo general corto, en el cual -disminuye el calibre de-las



arteriolas y hasta pueden ocluirse por completo; pero a los pocos momentos se
restablece el flujo sangufneo en toda el drea, ocurre dilatacidn arteriolar y la
circulacién aumenta considerablemente, no sélo debido al mayor calibre vascular sino
también porque muchos capilares que estaban cerrados se abren a la circulacién.

En la proximidad inmediata de la lesién el flujo sanguineo experimenta los
mismos cambios descritos, pero al poco tlempo se hace mds lento y a las pocas horas
se detiene por completo y la luz vascular es ocupada por un trombo (13). la
trombina y las plaquetas se adhieren a las paredes de los vasos en el sitio del dafio,
iniciando la coagulacién local (16). Como consecuencia, la trombina convierte al
fibrinégeno en fibrina monomérica, la cual se polimeriza, por consiguiente los
margenes del sitio de la herida son rdpidamente cubiertos por una malla de fibrina que
contiene cantidades variables de fragmentos de tejido y material extrafo (13). Las
plaquetas liberan un potente vasoconstrictor, la serotonina, -y un amplio espectro
de citocinas: Factor de crecimiento transformante alfa y beta, y Factor de crecimiento
derivado de plaquetas (TGFd. TGFf, y PDGF respectivamente) (15).

Este breve perfodo de vasoconstriccién es seguido por la liberacion de histamina y
bradicinina_causando vasodilatacion local y un incremento en la permeabilidad capilar
en y alrededor de la herida, Por otro lado, las células endoleliales. maﬁtignién ‘l,a |
vasodilatac‘ién a través de la produccién de bxido nftrico (NO). el cual méntkne
relajado .al musculo liso (17). Estos procesos permuen un |nﬂum de leucocuos.
protefnas; fluidos y hormonas. 3 ‘

' Los monocitos que . dejan el ﬂujobsangufueo migran' al ‘siti‘o de la hé'ridﬁ y o
comienzan su actividad como macréfagos los cuales comienzait a tagocndr detrltos
cetulares y a destruir bacterms (18).

El movimiento de los neutrétllm y los’ macr()tdgos es ayudado por las sustancms :

- qulmlou’acucas. La accién predommame de los neutréfilos es la hbcracx(m de cnzlmas



y de radicales libres de O). Los neutrdfilos también expresan citocinas como TG
que juega un papel miltiple en la reparacion de las tjidos (es uma sustancia
quimiotdctica de monocitos y fibroblastos, y un activador de la diferenciacion de
fibroblastos); los macrdfagos influyen en el proceso de reparacion a través de la
expresidn de citocinas, producen mediadores proinflamatorios como interleucina |
(IL-1) y factor de necrosis tumoral (TNF) asf como enzimas proteoliticas
(colagenasas) (15).

B. Fase proliferativa. Comicnza con la forimacion de tejido de granulacién, con
neoformacion de vasos sangufneos que gradualmente reemplazan las envolturas de
fibrina. (13)

La vascularizacion puede ocupar hasta un 40% de la herida. Los fibroblastos ya
existen en el lugar de la lesion, los cuales sintetizan fibronectina que a su vez sirve
como sitio de anclaje para estas células, lo que permite la acumulacién de fibroblastos
en el tejido de granulacion. También durante esta fase existe el depdsito de dcido
hialurénico y coldgena tipo 1 (15).

Durante esta fase los fibroblastos (70% aproximadamente) se diferencian a su
fenotipo contrctil, los miofibroblastos, Estas células ttenen la caracteristica de tener
en su citoplasma filamentos compuestos de actina como la del misculo liso. Tanto la

proliferacion de fibroblastos como su. diferenciacion, es causada por péptidos

secretados: del endotelio vascular llamados endotelinas, de las cuales la més activa es

la endotelina 1 (ET-1) (19).
Otros compdnentes de la matriz acompaiian a esie estado como la decorin;a :
(pequeiio proteoglicano) la cual puede afectar la fibrilogénesis (13), yé que se dl_\e a
TGFB y lo inactiva (20). | s
" Los eventos tardfos de esta fase coinciden con la éliminacién del rcvestiﬁxie_iiio de :

fibrina y 1a reduccion del nimero ‘dé células inflamatorias. La intensa reaccion celular
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del proceso es reemplazada por la acumulacion del tejido conjuntivo, siendo la
coldgena tipo I la molécula predominante (16),
La mitosis y la migracion de células epiteliales sobre el tejido de granulacion,

cierra gradualmente la herida,

C. Fase de remodelacién. Es la fasc en la que se forma la cicatriz, comienza

aproximadamente 3 semanas después del dafto y se puede extender por 2 afios. Tados
los eventos que se producen durante las fases de cicatrizacién, tienen el objeto de
restablecer la continuidad anatémica del tejido afectado lo mds cercano posible a
como era originalmente antes de la lesion.

La eliminaci6én de los restos de tejido, la infiltracién celular y la neoformacidn
vascular, tienen una existencia transitoria en la reparacion de la herida; no ocurre lo
mismo con el depdsito de componentes de la matriz extracelular (ME), que
proporciona a la cicatriz su principal caracterfstica fisica, la fuerza tensil (15).

Aunque la produccion de coldgena disminuye, la nueva que se forma tiene una
mayor organizacion y resistehcia que la que se forind durante la fase proliferativa, El
depdsito de esta coldgena, incrementa la fuerza tensil de ruptura en ta cicatriz. Sin

embargo, la fuegza tensil en la cicatriz no es usualmente mayor al 80% de la fuerza

. original (18).

Uno de los eventos importantes en la cicatrizacion, es la sintesis de componentes

~de la ME q@e estd conformada por una gran variedad de moléculas como las

coldgenas que son responsables de la resistencia mecénica, la-elastina que confiere
cualidades de flexibilidad y elasticidad, los proteoglicanos que son esenciales para’\lla

adhesividad, y la fibronectina que participa en las interacclones intercelulares; y de la

" célula con su ambiente extracelutar (21).




2. Coldgenas

Las coldgenas son las protefnas mis abundamtes en los animales, de los que
constituyen una tercera parte de su masa proteica y, aunque tradicionalmente, el papel
que se les ha atribufdo ha sido estructural, también desempedan una funcion
importante en el desarrollo de los tejidos y en su resistencia mecdnica, sirviendo como
soporte celular, elc.

Las coldgenas son una clase heterogénea de moléculas que constituyen el producto
de una familia de genes allamente relacionados. A la fecha se han identificado en los
vertebrados 19 tipos diferentes de coldgenas referidos como tipos I-XIX (tabla 1),
todos fos cuales tienen en comun, el ser protefnas estructurales que contienen uno o
més dominios con una estructura de triple hélice, compuesta de cadenas polipeptidicas
llamadas cadenas a (21).

La diversa estructura molecular de las cadenas o ha hecho dificil clasificar a las
coldgenas en subfamilias. Tal clasificacién es sélo obvia para el grupo referido como
coldgenas fibrilares. Estas coldgenas estdn formadas por largos segmentos de. triple
hélice de aproximadamente 1000 aminodcidos con una secuencia de repetida de Gli-X-
Y; en donde cerca de 30% de las posiciones X y Y estin ocupadas por prolina e

hidroxiprolina (22).  Por ejemplo, en la coldgena tipo I, cada triple ’hélicc se

.. encuentra compuesta de 3 cadenas polipeptidicas (o), cada una de las cuales tiene la

forma de una hélice lévégira con alrededor de 3.3 residuos de alnilloécidbs por cada
vuelta; Estas tres cadenas helicoidales, estdn enrolladas en un. giro’ de,)'(t‘régirq
sobreponiéndose una a la otra, para prbducir una estructura de iriple hélice (fig. 1)

(21,23).
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TABLA 1. Tipos de coldgena.
TIPO DE COMPOSICION FORMA FUNCION
COLAGENA
| [e2(1)] ;02(1) Fibrillas estriadas | Provee tuerza tensil al tejido
conjuntiva,
! [@l(in] 3 Fibrillas estriadas | Provee fuerza tensil al tejido
cunjuntivo,
] [l (i) 5 Fibrillas estriadas Pmycc .fucrza tensil al tejido
conjuntivo.
v Malla Componente estructural — de
[alGV)] 0201V) membrana basal,
Y Fibrillas estriadas . | Provee fuerza tensil al t¢jido
[l (IV)} 2a2(V) cojuntivo,
Vi Filamentos en rosario, | Puente entre células y matriz
al(Ve2(VDa3(VD) | microfibrillas. extracelular.
vil [al(VID] 5 Fibrillas de anelaje " |Da  fuerza a las uniones
dermales-epidermales,
Vil (el (Vi) a2(VIID) Mallas hexagonales | Desconoeida, -
IX al (1X)a2(1X)a3(1X) | Superticie de fibrillasi Liga grupos ﬁmcidnnlcs de
que contienen coldge-1 las fibriflas,
nall, '
X [al(X)]5 Mallas  hexagonales| Unién de caleio.
asociadas a fibrillas, :
Xi 2 1y Fibrillas hetero(f;iicim Provee fuerza tensil al tt.]ldu
ol (XBa2(Xal (i) can coldgena 11, conjuntivo, :
Xil [al Xin) 5 1S Fibrillas asociadas ‘Desconoudu.
XV " Fibrillas asociadas | Desconocida,
, [al(XIV)) 5 : o ‘

La lista mcluye sélo los tipos de coligena que Lstén bien caracterizados 4 mvul prutuw

1995 (22)

" Todos los demés upos s6lo son conocidos por su secuencia de cDNA,
Tomada de Brown Ly Timpl R,




SECUENCIA DE N Yo XY Al X v
AMINOACIDOS X=Y=Gly=X=Y¥=Gly=Xx=y
CADENA ALFA Dy
—_
TRIPLE HELICE . 4 am
MOLECULA
llm:o
CFIBRILLA '.'.l'huul'l'
”lﬂ ) .

Figurs 1. Estructura de I coligena tipo 1. La molécula se encuentra compuesta de 3. cadenas
polipeptidicas (cadenas a), cada una de las cuales tienc 1a forma de una bélice levogira con - alrededor
de 3.3 residuos de aminodcidos por vuelta, Estas tres cadenas helicoidales, estdn enroliadas en ub giro
dextrdgiro sobreponiéndose una a la otra para producir una estructura de. lriple Mlice ~Tomado de
Brown IR yTlmpIR 1998 (22) :




Otro grupo de coldgenas son las no fibrilares o globulares. Sus segmentos de
triple hélice son de tamaio variable y algunos son subdivididos por grandes segmentos
no colagénicos sin una estructura modular reconocible. Una de las caracteristicas es la
frecuencia de secuencias diferentes a Gli-X-Y dentro de las secuencias helicoidales,
tales secuencias son Gli-X o X-Y. Estas coldgenas se pueden asociar con coligenas
fibrilares para formar malias.

El otro grupo de coldgenas (tipos X'y XV-XIX), se descubrieron de su secuencia
de DNA complementario (DNAc), sin embargo todavia no hay una caracterizacion
proteinica de estas coldgenas encontrada en los tejidos. Aparentemente se han
expresado en (ejidos como se indica por el andlisis de RNA. Varfan
considerablemente en su largo y en los segmentos helicoidales de su triple hélice, pero
estos segmentos estdn interrumpidos por segmentos que no forman hélices,
presumiblemente estructuras globulares (22).

Las propiedades fisicas y biolégicas de Ia coldgena se explican por las diferentes
propiedades quimicas de los aminodcidos que la componen, ya que Ila secuencia de
aminodcidos cs regular y peﬁédica donde uno de cada tres aminodcidos cs glicina. Por
otra parte, la secuencia glicina-prolina-hidroxiprolina ‘se repite frecuentemente (cerca
del 30%). lo cual explica la rigidez y estabilidad de la molécula. kLa bmlina e
llidrqxipiolilna son en realidad iminodcidos que difieren de los aminodcidos por éu’e su’

cadena carbonada se repliega ciclicamente sobre sf misa (21,23).

A. Biosintesks.

Las cadenas que constituyen la coldgena se sintetizan en forma de precursores

~'mayores. Por ejemplo, el precursor de la cadena a-1 de la coldgena tipo 1, es Vel.'
" llamado pro-a-1 el cual tiene una masa de 140 Kd: este precursor a diferencia de la

cadena a-1 (la cual tiene 95 Kd) contiene en ' los extremos amino y carboxiterminal




péptidos adicionales llamados propéptidos los cuales tienen una composicion diferente
al resto de la cadena. Las regiones carboxiterminales de las cadenas de los precursarcs
(procoldgenas) estén enlazadas mutuamente por puentes disulfuro intercatenarios que
no existen en la coligena. Los propéptidos de la procoldgena cvitan Ja formacion
prematura de tibras de coldgena, facilitan el alineamiento de las tres cadenas y
promueven la formacion de la triple hélice para lo cual son muy importantes los
puentes disulfuro intracatenarios (21,24,25). Una vez que la procoldgena se encuentra
fuera de la célula los propéptidos son escindidos por las procoldgena peptidasas,
existiendo una peptidasa para el extremo amino y otra para el carboxilo para cada
tipo de coldgena, Cuando se han escindido los propéptidos, la parie que se conservi
es {lamada tropocoldgena y es entonces cuando se lleva a cabo Ia formaeidn de las
fibras de coldgena; dicha formacin tiene lugar en ef espacio extracelular, cerca de la
superficie de las células. Las fibras de coligena estin formadas por moléculas de
tropocoldgena ordenadas de manera desfasada (formacién escalonada) en donde las
tropocoldgenas de una misma fila estdn separadas por brechas de 400 A; estas brechas
permiten establecer enlaces cruzados entre moléculas después de formarse la fibra o
bien sirven como centros de nucleacién para la fase minera! de! hueso. Posteriormente
las fibras se refuerzan mediante enlaces cruzados intramoléculares entre los aldehfdos
de la lisina y la hidroxilisina (23). ‘
La coldgena tiene unidades de carbohidratos unidas covalentemente a,} los‘résfddm
de hidroxil‘i'sim. Normalmente se encuchtra un disacér}ido fqrmado‘pd“r glucosa y.
galactosa, y éstos son insertados pof l;i galactos'illransfémsa'y Iék gl‘uéosi‘lirausfeﬁ’is’a las

cuales son enzimas especificas que reconocen a las hidroxilisinas de la coldgena

_naciente antes de que adopte la conformacion helicoldal. El nimero de unidades de

carbohidrato incoiporadas por unidad de trop‘ocolégen:i dyependc‘del tejido (25)Q-
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B. Degradacién.

La degradacién de las moléculas de coligena se lleva a cabo por enzimas
altamente especificas conocidas originalmente como colagenasas. Estas enzimas son
parte de una familia de moléculas conocidas como metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MPP).

Este grupo de enzimas son responsables de la degradacién de moléculas de la
matriz extracelular tales como la gelatina, los diferentes tipos de coldgena, los

proteoglicanos, la laminina, la fibronectina y la elastina (tabla 2).

Las caracterfsticas de las MPP son:
1.- Son sintetizadas y secretadas por células hematopoyéticas y del tejido conjuntivo.
2.- Todas las MMPs son protefnas y sus secuencias de amninoficidos determinadas de -
sus cDNA. revelan que estdn constituidas por .un prodomonio, responsable de
ma.nwner su latencia enzimética; un dominio catalftico, el cual Se cree ser el sitio
- de unién del zinc; y un dominio carboxiterminal.
3.- Su actividad enzimdtica es mayor a pH cercano a la neutralidad.
4.- Su mecanismo catalitico es dependiente del zinc y calcio,
5.- Se secretan en forma de zimégeno.
6.- Los zimégenos pueden ser activadoé por proteasas o por orgaixouﬂercurialés.
7-la fregulaciévn‘ de las MMPs ocurre no sélo a nivel de expresion: génica, sino -
: también’ ext_racelularmelite. despﬁés de éu sc'crecién.fpoyr illhibiddfés es.p'ck:ﬁ‘iéds.f

El principal'es el inhibidor tisular de metaloproteasas (TIMP) (26-29).
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TABLA 2,  Nomenclatura y sustratos naturales de las metaloproteinasas,

GRUPOS | NOMBRE DE LA ENZIMA | MASA MOLECULAR SUSTRATOS
DEDUCIDA (KDa)

1 Colagenasas
Colagenasa Intersticial
MMP-)
Colagenass de ibeohlastos
Colagenasit de NewtnSfilos 534 Coldgenas 1, 11, 11
MMP-5
Colagenass PMM

54.1 Coldgenas tipo 1, 11, 111, VIL X

Hi Gelatinasas
Gelatinasa A 719
MMP-2
Gelatinasa 72 KDa
Colagenasa 1V
Gelatinass B 78.4
Gelatinasa 92-KDa
MMP-9
Cofagenasa 1V 92-KDa

Gelatinas, Coldgena 1.2, V, Elusting

Gelatinas, Coldgena IV 2.V, Blasting

[il [ Estromelisina Prateuglicanos, Proteinas de unida

Estrotmelising 54.0 Fibroneeting, Lamining, - Geltinas,
MMP-3 ) Caligenas 11, IV, V, 1X
Transing
Proteoglivanasa

Activador de Proteaglicanasa

Estromelisina-2 54.1 Proteuglicanos, Protefnas de tnién
MMP:10 Fibroneeting,  Laminina,  Gelatinas,
Transima-2 Colfigenas JIE IV, V, IX. B
Matrilisina 2.7 Proteoglicanvs, - Pibronecting, Elastina,
MMP-7 ' Qelatins, Culfgenas 1V ?
Pump-1 ' i
Metaloproteasa utering
lv Oiras g :
Extromelisina 3. 546 ? L
Metaloclastasa 539 Elasting, Ribroneeting

Los micmbros de la famifia de Ias metafoproteasss s’ pucden dividic en tres categorias. dependiendu’ de’la

“especificidad del sustrato: fas colagenasas; gelatinasas y estromelisinas. Lo'masa deducida de la protefas comienza

en [a snetionina inicial y csta dada en kilodaliones (KDs). - Loy sigtos de interrogacion indican; que hay algunas
discrepancias en la literatura al considerar los sitios de conte de Tus susratoy-indicadus 'y en el caso de’fa-
estromielisina 3, que fa cspeclficidad det sustrato sodavia no ha sido detenminada, - Tomada d;; Mn!rlshn\ LM,

1992 (7).
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3. Aspectos inmumoldgicos del transplante de organos.

Para entender como los firmacos inmunosupresores regulan las respuestas
'ﬁ;ﬁ'lunolégicas de un organismo, y si éstos pueden afectar los mecanismos de
cicatrizacion, es necesario conocer la respuesta inmune en condiciones nornales,

E! sistea innune es multifacético y estd diseiiado para proteger al individuo de
agentes extraiios (antfgenos) que en un momento dado le pueden causar enferinedades.

Sin embargo, en algunas ocasiones el sistema inmune reacciona en contra de los
tejidos propios del organismo al cual pertenece, produciendo enfermedades llanadas
autoinmunes, tales como la tiroiditis, adrenalitis, anemia hemolitica, trombocitopenia,
ele. , por lo que no es de sorprenderse que, cuando un drgano es transblanmdo de un
individuo a otro, ¢l sistema inmune del receptor reconocerd como extraiio al érgano
transplantado y producird una respuesta ininune como consecuencia (5),

Cuando el transplante se da cntre gemelos idénticos, no-existe el problema del
rechazo; esto sugiere que lds antigenos en el transplante que estimulan Ja respuesta
inmune, estdn determinados por factores genéticos (5,30,31).

La aceptacion o el rechazb de un tejido u drgano tranéplamzido en un organismo
en condiciones inmunolégicamente normales, lo determinan las diferencias entre sus
glicoprotefnas -codificadas por genes del complejo principal de hislocomp(‘:‘lib‘:"lfdad»
(MHC). EI MHC ¢s encontrado en todos los vertebrado#‘ y-las prbtelnas vcodi"ficada’s B
por esos genes son esenciales para los meumismos de defensa del orgamsmo (30 32) |

Los amigenos MHC clase 1 son expresados en todas. las- células nucleadas. Estas’ .
»moléculas s|rven como unidades de reconocnmemo que. preseman amlgenos d :
linfocitos T (usualmente: células T CDS*) y determman Ia especnﬁcndad del .naque a

Ias células blanco. ules como  células mfeo.mdas por virus, tumores y célul.ls

alogémcas (5).



Los antigenos MHC clase II son solamente expresados por células que son
esenciales para las respuestas inmunes, e incluyen a células presentadoras de antigenos
(monocitos, macréfagos, células de Langerhans de la epidermis y células dendriticas
de organos linfoides), linfocitos B y células epiteliales timicas. Otras células, tales
como los linfocitos T y células endoteliales vasculares, pueden expresar moiéeulas
MHC clase Il después de su activacion por citocinas y ciertos agentes infecciosos
(30).

Los antfgenos clase Il sirven como elementos de restriccion de las interacciones
entre células presentadoras de antigenos y las células ‘T (usualmente células T Ch4Y)
en las respuestas inmunoldgicas que permiten la produccion de linfocinas, expresion
de hipersensibilidad de tipo retardada, y la cooperacion de los linfocitos T que es
necesaria para la produccién Gptima de anticuerpos por los lintocitos B-(31).

Hay fuerte evidencia de que ambas clases de antfgenos (MHCs [ y 1) puedan
servir directamente como estimuladores de las reacciones del rechazo. Ya que los
antfgenos de clase | estdn expresados en todas las células nucleadas, cada aloimplante
expone al organismo receptor a sus antfgenos clase I, Los antigenos clase Il pueden
ser intrinsecos al organo transplantado (tale$ como las células de la médula 6sea) o
pueden ser acarreados en los linfocitos B o monocitos présemes en-la-porcion vascular
del érgano lransplanlado (5) » .

Es evidente que los linfocitos 'l‘ cpat y'T CDS* pueden mediar el redxalo dc
manera aislada o en conjunto (figura 2). La naturalcza de las reacciones de rcchazu
expresadas por el organismo receptor eslﬁ dclermmada por Ia poblacuén de lmtodlos
T quc €s acuvada por la interaccién con células presemadoras de anllgcnos (4) ‘

' Eli mncm de la respuesta inmune depende de la mtcracuén amlgémca especlﬁca de
los receptores de las células T con los aloamlgenos. Esta lmemcclén pone en marcha

Ia activacion de seﬁales lransmembranales que permiten la acuvacxén celular
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Las consccuencias tempranas de la activacion incluyen la expresion
de linfocinas que actiian en una variedad de células para coordinar su participacion en
las respuestas del sistema inmune (figura 2). Los genes que codifican para la
produccion tanto de interleucina-2 (IL-2) como para los receptores de [L-2 son de los
primeros que se activan, y sus productos génicos son esenciales para la proliferacién

de células T (31).

TOTOXKEAD . CTIOTONTAD DA LTICO - MLNADORLE
MIDUADAPUR  MEDIADAPORCILU. - OCLUWON - INFLAMATORIOS
CHLULAS .~ LAVDEPSMAINIROR  SANCULAN o
: ancumros. -

: mun 2. Componeutes inmunolégicos del rechazo. Las células T mecradmas'("ml) son activadas

por células presenisdoras -de antfgeno para liherar Tinfociris, IL-2 e IFNy. son wquendas para la
ncnvlcidn de.células T citotoxicas (Tc); 112, L4 ¢ 1L-5 estan mvolucudas en la activacion de las

células B; una mezxcla de TNFP ¢ IFNy actian cono “activadores de: mumfasos El rechazo de los

" drganos se da de manera celular y por pmducclén de anticuerpos, 0 por mccmnea mﬂummnas w o

espeulﬁcas Tomada de Roitt L. etal, 1993 (SI)
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Posteriormente, la interleucina 3 (IL-3) se sintetiza y cstimula la produccién de
células mesenquimatosas, las cuales se pueden diferenciar a granulocitos y
macréfagos, El interferén gamma (IFNy) también se produce, induciendo la expresidn
de moléculas MHC clase Il en células inducibles y promoviendo la funcidn de los
macréfagos. Los factores de crecimiento y de diferenciacién de las células B,
interleucinas 4 (1L-4), 5 (IL-5), y 6 (IL-6) inducen la expansion clonal de las células
B que han sido estimuladas por un antigeno especifico, permitiendo la produccién de
anticuerpos especificos para esas células, Las células T se dividen bajo la influencia

de la IL-2 ¢ IL-4 y asumen diferentes funciones tales como la alotoxicidad (31).

4, Inmunosupresores,

En ¢l transplante de 6rganos, los regimenes de drogas inmunosupresoras busean
inhibir selectivamente las funciones de las células B y T lo que permite la adaptacién
e inducein de algin tipo de tolerancia al injerto, inhibiendo lo minimo posible el
reconocimiento especifico‘de patdgenos, de moléculas extrafias y de organisinos, asf

como los elementos que participan cn los mecanismos de defensa no especiticos

~como los granulocitos, monocitos y macréfagos, que son responsables de la
 fagocitosis, la digestién y metabolismo ‘de materiales extrafios que le permitan una

"adecuada defensa a los retos antigénicos que ¢l medio le haga. Ademés, por - ser

elementos  importantes - en los procesos de  cicatrizacion,  las-  drogas

inmunosupresoras prototipo (azatioprina  y corticosteroides adrenales) illllit)el_l"fa _

division celular y la generacion de citocinas por los elementos del sistéma inmune,

réspectivamente, En cambio, la ciclosporina inhibe selectivamente Ia sfntesis de IL.-

2 dentro de las respuestas inmunes adaptativas (32).




A. Preduisona.

Los glucocorticoides como la prednisona (figura 3) cjcrcen un profundo efecto en
las respuestas inmune e inflamatoria de los mamiferos. La mayoria de las veces el
proceso inflamatorio protege contra la infeccién, aunque en ocasiones el proceso ¢s
destructivo, La prednisona afecta los eventos inflamatorios y altera la producei6n y

liberacion de muchos mediadores y a las células responsables de este proceso (33,34).

CHg0H

‘ £=0
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Figura 3. Esiructura de la prednisona,

a. Mecanismo de accién,

La teorfa cldsica menciona que la prednisona se une a receplores .intracclularcs.

provocando una serie de eventos que mcluyen la sintesis de nuevas proleinas. La base
molecular de la accién de la predmsoua es la siguiente: R

~Se difunde a través de la’ membrana plasmética y se és‘ocia. c'on‘ (m . i'eceplor
esteroldcu' este complejo es translocado al niicleo, en donde s une a un elememo de

respuesta especiﬁco (GRE) en la cromatina,



AR

Esta union permite la asociacion de Ja RNA polimerasy a genes especificos y la
transcripcion de los RNAm respectivos.  Los transcritos procesados son transportados
al citoplasma en donde forman nuevas proteinas.

Los receptores intraplasmdticos para prednisona estin presentes en todas las
células del sistema inmune normal, Recientemente se ha propuesto que algunos de
sus efectos son mediados a través de la sintesis de protefnas inhibidoras de
fosfolipidos o lipocortinas que controlan fa biosfinesis de las prostaglandinas y
leucotrienos, las cuales son potentes mediadores de la inflamacién, El efecto parcce
que se debe a Ja inhibicién indirecta de la enzima responsable de fa liberacion de
dcido araquidénico, lamada fosfolipasa A (PLA2) (33).

Las lipdconinaq han mostrado tener también una variedad de otras acciones, tales
como fa inhibicién de la quimiotaxis de neutréfilos, induccion de la diferenciacion

celular, efecto teratogénico y accién inmunomoduladora (30,33,35).

b. Efectos sobre los mediadores inmunolégicos y connnponentes celulares,

El nimero total de inmunogldbulinas particularmente 1gG, IgA e IgE se suprimé
in vivo por la prednisona, Dentro de las citocinas, 1a gama entera es afcctada
profundamente por la prednisona, la cual inhibe la produccion de 11.-1, 1L-2, lL~3k

IL-6, INFy, factor estimulante de colomas de macré!agos y granulocutos ((;M—(’St )

oy FNF« Famb:én mhlbe la produccnSn de IL-8, que ¢s quunmtzictnco pm mutréfllos

,y células T (ﬁgurd 4).

La administracién de prednisona causa hntopenu monocampcnla, eosmopema y

’ nncutroﬁha. La linfopema es causada pnmanamenu. por el secuestm de Imfocuos‘ B
 recirculantes, mayormente células T, dentro del tejido linfoide, mcluyendo la médnla '

B 6sea Las células T cooperadoras son mis afectadas que las' T supresoras y ’
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citotoxicas. La liberacion de mediadores para macréfagos y granulocitos es daada,
lo cual es probablemente consecuencia de las acciones anti-inflamatorias a dosis

reducidas (33).

Pur,nmsom] CICLOSPORINA ] AZATIOPRINA I
el g
e

\\ DivisioN /£
N

CELULAS DEI,
IMPLANTE

Figura 4, Mecanismo de accidn de fa prednisona, de la ciclosporina.y * de la azatioprina, La -
prednisona suprime la actividad de macréfagos (M), decrenienta la funcidn de las células presentadoras
de amtigenos. Ciclasparina interfiere con la produccion de IL-2, Azatioprina, previene la produccion de
las ‘células activadas, Linfocitos T coopcmloles (Th). _ Linfocitos T citosdnicos (Tc). Células
presentadoras de antigeno (APC), Tomada de Roiu 1. eval,, 1993 (51). ‘ o

¢. Efecto sobre la cleatrizacién.

La lcrapiab esteroidea prolonga el liempo de cicatrizacién y-en ocasmnes la
bimposibilita. a través de la inhibicion de la fase inflamatoria reducie‘ndo‘la rﬁigracién ‘
,b"de neutréfilos y macréfagos, asf como su densidad. s FETR

“la supreslén del arribo de macréfagos y leucocllos al sitio de la lesion afecla Ia

formaclén de tejido de granulaclén ¢ inhibe Ia simesns de colégena y Ia angnogénesns ‘

@8, lS 33,34 36).
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B. Ciclosporin;

La ciclosporina (figura 5) inhibe reversiblemente las respuestas autoinnumes y
aloinmunes mediadas por células T; las reacciones primarias no son afectadas, y
después de que las células T son estimuladas por dosis terapedticas de ciclosporina, no
s6lo expresan receplores para IL-2, sino que también comienzan la estimulaciGn
primaria de las célutas B y la hipersensibilidad de tipo retardada antiviral (31,37). Sin
embargo, ya que este farmaco bloquea la produccion de IL-2 (figura 4), interfiere con
la produccion de coldgena, ya que fL-2 estimula a feucocitos de sangre periférica a
producir IL-1, TNFa, TNFB y PDGF los cuales inducen proliferacion de libroblastos
y depésito de coldgena (38-41).

a. Mecanisimo de accidn,

El mecanismo primario de accién se piensa que es ta inhibicion de la actividad de
las células T cooperadoras, La ciclosporina A forma un complejo con la ciclofilina,
una peptidil-prolif cis-trans isomerasa (32). Este complejo, se une a la calcineurina y
la inactiva, Se tiene evidencia que la caleineurina, sea la responsable de la activacion,
a través de la desfosforilacion, del componente citoplasmético (NF-ATc) del factor

que activa la transcripcion del gen de {L-2 (42),

.a,i,“&\;)f‘}

| AR

Figura 8. Estructura de la ciclosporina,




b. Efectos sobre los mediadores inmunolégicos y componentes celulares,

La ciclosporina inhibe la cscada de activacion para las funciones inmunes
especificas, particularmente la produccién de IL-2. Inhibe también Ia sintesis de
INFy, la linfocina que provee una seiial de amplificacion para la proliferacion de

macréfagos y monocitos (43).

¢, Efecto sobre la cicatrizacion,

La ciclosporina interfiere con la produccion de 1L-2 por los linfocitos, 11.-2 actia
en monocitos y macrdfagos estimuldndolos para procducir TGF-B y PDGF, que
inducen a los fibroblastos a proliferar y a producir colfgeni; lo anterior indica que la
ciclosporina puede” afectar el proceso cicatricial, disminuyendo el depdsito de
coldgena. Sin embargo existe controversia a este respecto, ya que existen trabajos
donde se demuestra la participacion de este firmaco  alterando el proceso de

cicatrizacion (44-46) y otros que demuestran que no tiene ningin efecto (47,48).

C. Azatioprina.

" la amtioprina (figura 6), es un compuesto del grupo de fas tiopuriﬁas y las
células Tparecen ser su blanco prefendo (figura 4). Asi, las respuestzm inmunes,
wles como la hlpersemnbnlidad retardada y el rechazo de los mjertm. “son
ﬁanicularmeme afectados (4). Por otro lado, la azanoprma reduce la formamén de
monoclws en la médula ya que mhlbc la acthda(l mitética de los promonocnos -
(11.49), o -
[JI grado de mmunosupresxén sobre las células T es incierto, y mucho de ‘las.
actmdades aml mﬂamalonas ha sido atnbufdo a fa inhibicién de la: tunu()n de io:,_

monoutos. El mayor efecto téxnco es sobre |os c|unemos dela médula ésea (10)
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Figura 6. Estructura de la azatioprina,

2. Mecanismo de accién,
In vivo la azatioprina es metabolizada a su correspondiente andlogo de

ribonucledtido de monofosfato, el cual sirve como un sustrato de las enzimas
responsables de la formacion de difosfatos y tnfosfams pcrmm::ndo su acumulacion
intracelular, Debldo a esto son afectadas mdltiples rutas biosintéticas, incluyendo la
retroalimentacion de la conversion de fosforribosil pirofosfato a ribmilamina 5-
fosfato, un paso limitante en la sfntesis de nucledtidos de purina, Micionﬂlmcmc. los

andlogos de nucledtidos de trifosfato que son formados, pueden ser umorporados

~dentro del DNA celular, provocando errores de transcripcion (l())

b, E!ectos sobre los medhdores inmunolégicos y mm;mnentes celulares.

Es(e firmaco puede supnmlr la produacnén de anticuerpos 'y las funcmncs' ’

 inmunoldgicas ,med;adas por células. Puede causar ltnfopcmd, asf_como mh’btr Ia»

* sutesis de gammaglobulinas (50). También puede supnmlr la mducu(m de Ial‘

respuesta pnmarm de h»persensnbihdad it embargo. la’ h;persens:bihdad re(ardadn

’ permanece sm alterauones (l )
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¢. Efecto sobre la cicatrizacién,
La azatioprina afecta indirectamente la cicatrizacion a través de la reduccién de
monocitos en la sangre periférica y macrofagos en el sitio de la anastomosis

(10,50,51).
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It. ANTECEDENTES

A lo largo de la historia de la investigacion del transplante pulmonar, la mayoria
de fas investigaciones se han becho con perros, utilizando diferentes téenicas y
evaluando distintos pardmetros (2).

La mayorfa de los trabajos en el campo del transplante de pulmén atribuyen el
primer autotransplante a Juvenelle en 1951 (52); sin embargo un aiio antes Metras en
Francia publicé la téenica de alotransplante pulmonar en perro (53), Neptutie cn
Filadelfia desarroll6 Ja técnica de manera independiente, y también documenté que ja
supervivencia después del transplante pulmonar mejora en los perros tratados con la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH) (54).

Hardy en 1963, observé que Ja supervivencia et perros después del lranSpmme de
pulmén unilateral aumenta casi al doble tratando al animal con metotrexano,
extendiéndose a 29 dias s5i los animales se tratan con azatioprina sola o en
combinacién con hidrocortisona (55). Hardy acumuld fa suficiente experiencia en
perros, antes de su primer intento de transplante: pulmonar en humanos, llevado a
cabo en fa Universidad de Mississippi en i963. El paciente qué recibio el érgano.' i
sobrevivio 18 dias y su muerte se¢ atribuyd a problemas fenhles ya su estado de
desnutricion; la -autopsia  no  demostré evideucia histolégica dé rechazo, La

~ inmunosupresion cousiéli(’) en azatioprina y prednisona (2), |

Este csfuerzd pidnero, establecié una téenica viable y mostrd que el transplahig de .
;iulm(m puede funcionar cn Iumanos, Sm ’emlmrgb. en los 20 anoy ]r(iﬁ(cri(rrcs a .csth
evemb, no -ha habido grandes progresos (48). Esia falta de pr'ogr\cs‘o cliniéo:jm
: p‘rovocado.,un impulso en la invés(igacién de taboratorio, tanto en los aépec_i_(';rs,"ib .

_ técnicos como en los fisioldgicos, farmacolégicos, bioquimicos, etc. ‘




Uno de los problemas mis graves que se presentan después del transplante
pulmonar, es la deficiente cicatrizacién bronquial. Se ha pustulado que este problema
es causado por la isquemia, el fenémeno de rechazo, los medicamentos
inmunosupresores o la combinacién de todos estos factores (15,34,35,56).

Arumugan en 1971, observd en ratas el efecio que cjercen los esteroides y la
azatioprina, separados 0 en combinacién, sobre la cicatrizacion en incisiones hechas
en piel abdominal, Utilizando parfmetros como la fuerza tensil de ruptura y ¢l
contenido de hidroxiprolina en las cicatrices, encontrd que la azatioprina (20
mg/kg/dia) no ejerce cfecto inhibitorio en la cicatrizacion. También encontrd que esie
imnunosupresor y 1a prednisolona utilizadas en combinacién (20 y 0.5 mg/kg/dia
respectivamente) 1o ejercen efecto alguno en la eicatrizacion (8).

Lima y cols. en 1981, utilizando la técnica de autotransplante pulthonar para
eliminar el fendmeno de rechazo, trabajaron con dos grupos de perros, Un grupo fue
tratado sin inmunosupresion y el segundo grupo recibi6 metil-prednisolona (2
mg/kg/dfa) y azatioprina (1.5 gr/kg/dia) hasta el dfa del sacrificio (a los 23 dias,
después de la intervencion), Ademds, s hicieron también 4 incisiones 'de’ picl en ¢l

Jomo de cada animal al mismo tiempo del implante de pulmén. Al tiempo del

~ sacrificio se midio la fuerza tensil de ruptura en las anastomosis tanto en bronguio-

como en las incisiones de piel,

“Los resultados mostraron que la fuerza lensil de ruptura de {ay anastomosis delos

‘bronquios 'y de las incisiones de plel en los grupos mmunosupnmldm fue
sngmﬁcauvamen(e menor-a la enwmrada en cf grupo control. Ademds, los ammales .
- que reclbleron terapm inmuniosupresora_mostraron una incidencia slgmﬁcativamemc

' més alta de dnsrupclén y necrosis en la anastomom bronquial (57).
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Usando el modelo anteriormente descrito, se probd la ciclosporina (20 mg/kg/dia)
y se encontré que en fos animales tratados con este {drmiaco la fuerza ensil de ruptura
en las anastomosis es equivalente a fa de Jos animales no tratados (48),

En otros trabajos, utilizando la técnica de alotransplante en perros, se encontrd
que usando ciclosporina (5 mg/kg/dfa) como agente inmunosupresor, la supervivencia
media, con una buena funcién del alotranspiante, fue de 155 dfas, muy superior a la
obtenida con animales tratados con metilprednisolona (1.5 mg/kg/dia) y azatioprina (2
mg/kg/dia), utilizadas aisladamente o cn combinacién, en los cuales la supervivencia
fue de 15 a 22 dias (44).

Pinsker y cols., trabajaran con 3 grupos de perros a los cuales se les practicé un
autotransplante pulmonar, y se les administré 40 mg/dia de prednisona por perfodos
de 7, 14 y 21 dias respectivamente, -después del au(otmnsplame.‘ Todos los animales
se sacrificaron el dfa 21 después de la intervencion. Hyistolégicamente, estos awtores
encontraron que Jos animales tratados con corticosteroides mostraron un menor grado
de dafo por inflamacion que los animales del grupo contro! (36).

Auteri y cals., analizaron el efecto de los esteroides en la c:cﬂnzacxén bronquial
utilizando un modelo de alotransplante unilateral de pullnon. A2 pcrms mesulm se
les transplamé un pulmén izquierdo. Todos los animales recmxero_n una dosis de
ciclosporina (15 mg/kg/dia) y azatioprina (1 mg/kg/dia) y se subdividieron en tres
grupos A, B y C. Al grupo A se le admmmré una dosis dc 1.5 mg/kg/dia de

: predmsona, mientras que los grupos B yC rcmbteron 5 mg/kg/dia, El grupo C reculm’) :

adicionalmente una dosis de prednisona de,S mg/kg/dfa por un_mes aulcs de.l.s : :

"llltervencmn ’l‘odos los ammales se sacrificaron al dia 28 después del lramplamc.'

“Ninguno de los ammalcs presentd dificultad respiratoria y el dﬂc’llISIS hislolég,lt.u

mostr6é una cicatrizacion bronquial vormal en todas las anastomosis, Lo anterior



sugiere que la inmunosupresién con esteroides no es una contraindicacién para el
transplante pulmonar (58).

Filipec (1992) probé el efecto de la ciclosporina A al 2%, en forma de ungiiento
en la cicatrizacién del epitelio y ¢l estroma de la cérnea, utilizando como modelo de
estudio al conejo. La diferencia en la tasa de cicatrizacion en el grupo problema con
respecto al grupo control no fue estadisticamente significativa. Tampoco hubo
diferencias en la fuerza tensil de ruptura, ni en el contenido de hidroxiprolina del drea
cicatricial de la cérnea en ambos grupos, por lo cual se concluyd que este tratamiento
no inhibe significativamente la cicatrizacion de la cérnea, tanta del epitelio como del
estroma (47).

Existen pocos trabajos que evalien el efecto de fArmacos inmunosupresores, sobre
la cicatrizacidn bronquial, sin que intervengan otras variables, como el fendmeno de
rechazo, la isquemia u otros, Debido a esto, en ¢l presente trabajo se pretende
observar 'y comparar el efecto que tienen tres immunosupresores:  azatioprina,
ciclosporina y prednisona, sobre la cicatrizacion bronquial en un modelo de

autotransplante pulimonar canino.
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1. HIPOTESIS,

Debido a que los inmunosupresores azatioprina, ciclosporina y prednisona,
afectan de manera directa o indirecta los mecanismos que estdn involucrados en el
proceso cicatricial, ln administracién de estos farmacos en ¢l modelo experimental de
autotransplante pulmonar canino, afectard dicho proceso en las anastomosis

bronquiales,
IV. ORJETIVO.

Observar el cfecto que tienen 3 fdrmacos inmunosupresores (azatioprina,
ciclosporina y prednisona) sobre la cicatrizacion bronquial, en un modelo de

autotransplante pulmonar canino.



V. MATERIAL Y METODOS,

En este estudio se utilizé el modelo de autotransplante pulmonar canino (11) el
cual tiene la ventaja de eliminar el fenémeno de rechazo como variable, lo que
permite observar directamente los efectos de los farmacos inmunosupresores en Ja
cicatrizacién bronquial.

Para el estudio se utilizaron perros mestizos sin importar el sexo y con un peso
aproximado entre 15 y 20 kgs. que se obtuvieron en los centros antirrdbicos. Estos
animales se mantuvieron en el bioterio del instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en
materia de Investigacién y a la “Guide for the care and use of Laboratory Animals”
(59).

Para Ja cirugfa, todos los animales fueron anestesiados con tiopental sodico

(28 mg/kg) y se mantuvieron estabilizados con halotano al 1%.

1. Modelo de autotransplante.
El procedimiento quirirgico es el siguiente:
Se realizé toracotomfa izquierda en el quinto espacio intercostal, se disecé el hilio

pulmonar extensamente liberando Ia arteria y las venas pulmonares, y se seccioné el

pericardio para liberar la aurfcula fzquierda,

Posteriormente se diseco el bronquio y se secciond a la mitad enre la carina
principal y la salida del l6bulo supeiidr. Las‘anastomo_sis brdnquiaies'bse rgaliwon‘ '

con surgete contfuo de material monofilamento no absorbible {Nylon Prolene‘, 4—0); y ‘

" -se suturd por planos. Durante la rechpefacién. el animal fue man‘ejadolcon ahi,ibié{icb

* (penicilina cristalina 22000 Ul/kg/dia y estreptomicina 1S mg/kg/dia por una semana,
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después de la cirugfa) y analgésico (dipirona 28 mg/kg cada 6 horas, durante 3 dfas
después de la cirugfa) (60).

Los tratamientos con los firmacos se iniciaron después de la intervencidn
quirirgica (el mismo dfa). Los fdrmacos se administraron por via oral, durante la
cormida,

Los grupos experimentales constaron de 6 animales c/u y fueron los siguientes:
Grupo Tratamiento
I Control sin firmaco.
Prednisona v.0. 2 mg/kg/dia.
Prednisona v.0, 4 mg/kg/dfa.
Azatioprina v.0. 2 mg/kg/dia.
Ciclosporina A v.0. 5 mg/kg/dia.

[~ SRS R e )

Tratamiento triple:
Cidosporina v.0. § mg/kg/dfa
Azatioprina v.o. 2 mg/kg/dia
Prednisona v.0. 2 mg/kg/dia

v.0,=via oral.

Todos los - animales se sacrificaron a las cuat’o. semanas ‘después de la

intervencion, utilizando una sobredosi} de tiopental sédic'o (24mg/kg), exlrayélﬂme/ .

el bloque pulmonar sin afectar la zona de la anastomosis bronguial. Se dividié la

carina por la mitad separdndose el bronquio derecho nornial .(8?0)4'y el bronquio

_izquié‘rdoy con Ia‘aliastomdsis experimental (BPI). Ambos bronquids fueron divididos'[ S
. Is.u vez por la mitad, y una de las mitades, se utiliz6 para la_medicion de la ‘fue'rn} ‘

‘ ';émil de ruptura, mientras que la otra se dividio a su vez en dos poréio‘nes. una de las
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cuales sirvi6 para la determinacién del contenido de coldgena y la otra porcién se usé

para el andlisis histolégico.

2. Anilisis Histologico.

El material para anélisis histolégicf). se fijé en formalina neutral al 10%, se
embebid en parafina, y se realizaron cortes que sc tifleron utilizando la tincién
tricrémica de Masson (Anexo 1) (61).

Los resultados se expresaron de marnera cualitativa, en cuanto a la presencia de las
estirpes celulares. La cantidad de coldgena se evalué mediante un indice, el cual
consiste en la asignacion de un nimero a cada segmento de anastomosis bronquial y
de bronquio normal analizado; !a escala va de 0 a 3.“ dependiendo de la abundancia
relativa de coldgena. Este nimero se asignd a criterio del patdlogo, que analizé 3

cortes de cada anastomosis bronquial.

3. Medicidn de ia fuerza tensil de ruptura (FTRI,

Se fij6 uno de los extremos del segmento bronquial en estudio, y al extremo que

quedo libre se le agregd gradualmente peso, hasta que el segmenio bronqui,al mostrd

ruptura parcial o total, El peso se agregd perpendicularmente a la dnaslombsis y los

resultados se expresaron en kilogramos (9).

4. Determinacién del coutenldo de coldgena.

“La concentracion de coldgena se determino por el método de Woessner (Anexo 2)

(62).
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5. Andlisis estadistico.

Los resultados se expresaron como la media y la desviacion estdndar. Se utilizd la
prueba de U de Mann-Whitney, para determinar si las diferencias eran
estadisticamente significativas, tomdndose como significativos aquellos valores de

\

p que fueron menores de 0.05 (63).



VI. RESULTADOS
1. Histologia,
A. Grupo 1, Control sin fivmaco (figura 7).

En los BPI de este grupo se observé inflamacion de grado moderado (grado 2), la
cual consistié de células mononucleares y neutrdfilos.

Hay fibras de coldgena de nueva formacién, gruesas y desordenadas, en cantidad
un poco superior a la normal; también se observaron numerosos fibroblastos
localizados principalimente en el sitio de la anastomosis, alrededor de los vasos y
cercanos a las zonas que presentan inflamacion,

En los BPI hay necrosis de grado leve (grado 1) en la submucosa y el misculo
liso, cerca de las suturas; sin embargo el epitelio se observa hiperplasico y el cartilago

presenta buena regeneracion.

Figura?.  Grupo |, Bronguio comtrol atastomosado (sin tralamiento), Nacleo teftido en color
negro; coldgena en azul; citoplasmia, queratina y fibras musculares en rojo, Aumento 12X,
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B, Grupe 2, Prednisona 2 mg/kg/dia (figura 8a),

En los BPI, cerca del sitio de las anastomosis, la submucosa se aprecid mds
engrosada que en los BPD,. debido a la presencia de fibroblastos que estédn
sintetizindo coldgena, la cual se observa densa y desorganizada a diferencia de los
BPD, en donde estd menos densa y se dispone en fibras delgadas y ordenadas en
forma paralela entre s, ddndole un aspecto mds laxo. Probablemente la cantidad de
coldgena es igual en ambos bronquios (anastomosado y control), y en lo que difieren
es en el estado de maduracién, en los BPI es inmadura y no se disiribuye en forma
ordenada,

En el 28% de los BPI se observo un infiltrado inflamatorio constitufdo
principalmente por linfocitos y células plasméticas que se agrupan en pequedos focos
localizados casi siempre en la submucosa; también se encontraron en el 42% de los

BPI neutréfilos y células gigantes cerca de los puntos de sutura,

C. Grupe 3, Prednisona 4 mg/kg/dia (Figura 8b). ,

En los BPI, la submucosa se aprecié més engrosada que en fos respecuvos BPD, a
expensas de un mayor depdsito de fibras de coligena, las cuales se mndensan
cercanas a la membrana basal y alrededor del cartilago preferememente Se
presentaron en canudades ‘moderadas (grado 1 a 2) con respeclo a IosBPD en donde
éstas son més delgadas. menos densas 'y guardan una dnsposicmn mﬁs ordenada.
disponiéndose en Iargas hebras : o

En ¢l 66% de los BPI se. observé un mﬁltrado mﬂamatorio £5C80 0 Ieve (gudo
), commuido por pequefos foc«_)s de linfoqnos y células plasméucas; en_el 33‘% de
los BPI la inﬂamaciéh estuvo auﬁeme. Sélb e‘n-‘el 1% de Ids'B"Pl se apr‘ecia‘:l.lcc‘rbkiiﬁ_‘f

de grado le\(e (gradol).



Figura 8, Bronguios anastomosadg
(4mg/kgidta). Aumento 12X,

5. 3) Grupo 2:

Preduisona ( 2mp/kg/dfa)

- ) Grupo 3: Prednisona
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D. Grupo 4. Azatioprina 2 mg/kg/dia (figura 9a).

Los BPI s¢ encontraron més engrosados que los BPD, ya que presentan edema y
fibrina, asf como necrosis del mdsculo liso; ademds hay fibroblastos que s agrupan
cercanos a la membrana basal y al cartflago,

La cofdgena no es més abundante que en los BPD, sofamente que en los BPI se
observa que es de neoformacion.

En el 60% de los BPI existié un leve infiltrado inflamatorio de tipo crénico
(constituldo por células mononucleares) y agudo (por neutréfilos) que se distribuyen
focatmente alrededor det cartitago y entre el musculo fiso. En ef 40% de los casos ’no
se observd inflamacion,

En el 40% de los BPI hubo fibrinas y necrosis de grado moderado (grado 2) en ef

tejido periférico a la anastomosis; en ef otro 40% esta necrosis fue leve (grado {) y en

el 20% ausente (grado 0).

E. Grupe $. Ciclosporina 5 mg/kg/dia (figura 9b).

La cantidad de coldgena parecié ser mcnoi en fos BPI que en sus ‘respec(i‘vos
controles, ademds de bque et éstos se apreéia més-laxa, inmadura'y deso’rgémiuda duc ;
en los BPD, donde Ja coldgena se aprecia més de.ns’a y homdgénea en su diﬁuiﬁ’mién;
las fibras guardan una mismdirec}cién,} por lo que lie’hen un aspecto ?nts ordenado.

En el 33% de los BP] existieron numerosos ﬁbkrobhla’sms; y mis colégena de Io‘
normal, muy cerca de los puntos de sutura. o

En el 33% de los BPl.Ia inﬂamacl(m fue de grado modcrado (grado 2), snendo de

tipo agudo en ¢l resto, es decir. oonsmulda por pollmorfonucleares entre -Ios que'

deslacan fos eosindfi los, y cerca de la sutura se aprecian los hm‘outm y macréfagm

“Enel 50% de los BPI el mﬁltrado mﬂamatono fue- levc [} escaso (grado l)
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agrupdndose en pequeiios focos de células mononucleares (linfocitos y macréfagos), y
en el 16% no se observd inflamacion.

En el 83% de los BPI se encontré necrosis leve (grado 1) involucrando submucosa
y misculo liso, al igual que destruccién del cartflago, que sin embargo muestra

regeneracion. En el 16% la necrosis fue de grado moderado (grado 2).

F. Grupo 6. Combinado (azatioprina 2 mg/kg/dfa, ciclosporina § mg/kg/dia y
prednisona 2 mg/kg/dia) (figura 10).

La cantidad de coldgena en el 50% de los BPI fue pricticamente igual que en sus
respectivos BPD, en el 33% ligeramente mayor y en el 16% es menor. La dife;cncia
consiste basicamente en que en los BPD las fibras de coldgena son largas, ordenadas y
corren paralelas entre sf; en cambio en los BPI, la coldgena va de laxa a densa pero
no hay tanto orden en su arreglo, ademds que se observan més fibroblastos que en los
BPD.  La inflamacién estuvo ausente (grado 0) en el 16% de los BPI, en el S0%
fue muy Ievé (grado 1) de tipo linfoplasmocitario y con macréfagos, de dislribdc\ién
muy localizada circunscrita exclusivamente ala perifcria de Ios sitiés de isulura Enel
33%: de los BPD la inflamacién. fue de grado: moderado (grado 2), focal y se
.- observaron ademds pollmorfonucleares y células glgames de cuerpo extrano _ ‘
| En el 33% de los BPI hubo necrosis de gmio leve (grado ) que e aprecla en Ia .

 fibras musculares cercanas al sitio de la anastomosis. En el 66% no existio necrosis

‘ (grado 0).



Figura 9. Bronquios amastomosados.  a) Grupa 4:
Ciclosporina (Smg/kg/dfa). Aumenia 12X.

38

Azatioprina (2mg/kg/dfa).  b) Grupo 3¢
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Figura 10, Bronquio anastomosado.  Grupo 6:  Tratamiento lriplc. Azatioprina (2mg/kg/dia),
Ciclosparina (Smg/kg/dia) y Prednisona (2mg/kg/dia). Aumento 40X, '

G. Indice de coldgena.

El {ndice de coldgena evaluado histolégicamente en los BPI del grupo control fue
de 2,333 £ 0.577, no encontrindose diferencias esladisticalnente signiﬁcati\?as al
cqmpararse“con los BPl de los ‘grupos experimentales (tabla 3), Tampoco se

encontraron diferencias al comparar los BPD del grupo control, en el cual el ‘indice
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fue de 2.667 1 1.528, con respecto a los BPD de los grupos experimentales (tabla 4),

ni se aprecian diferencias significativas intragrupo (tabla 5).

Tabla 3. Indice de colégena en los BPI

GRUPO INDICE DE P
COLAGENA

GRUPO | 2,330 t 0,557

GRUPO 2 2.143 £ 0.6% 0.6%

GRUPO 3 1,600 % 0.548 0.121

GRUPO 4 1,400 1 0.548 0.072

GRUPO'5 2.667 + 0.577 0.456

GRUPO 6 2,167 + 0.753 0.773

Tabla 4, Indice de colégena en los BPD

GRUPO INDICE DE P
COLAGENA
GRUPO | 2,667 + 1.558 '
GRUPO 2 2.571 £ 0.535 0.712
GRUPO 3 2,600 +.0.894 1,000
- GRUPO 4 2,000 + 1,225 0.424
- GRUPO 5 2,333 £ 1.155 0,637
GRUPO 6 3.167 £.0.983 0.586

Valores expresados en Media + Desviacln estandar, ‘
~-Se toman como significativos los valores de p menores a 0.0S,
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Tabla . Indice de coldgena
BPD vs BPI de cada grupo

GRUPO P
GRUPO | 0.653
GRUPO 2 0.225
GRUPO 3 0.059
GRUPO 4 0.811
GRUPO 5 0.796
GRUPO 6 0.092

Valores expresados en Media £ Desviacion estandar.
Se toman como significativos los valores de p menores a 0.0,

2. Coligena,

La concentracién de coldgena encontrado en lps BP1 del grupo control fue de
423.03 1 104.60 mg/g de tejido seco, no encontrdndose diferencias significativas con
los BPI de los grupos experimentales (tabla 6). |

Por otro lado, la concentracion de coldgena encontrado en los BPD del grupo
control fue de 596.27 + 247.59 mg/g de .tcjido seco no encontrdndose tampoco
diferencias  significativas, al compararlo con los BPD de los grupos experimeniales
(tabla 7). | | | N

La concentracion de éolégena encontrada en los BPD de ,cada',g-rhpo. en

comparacién con la concentracion de la misma en los BPI, no presenta dife}rehci’a,s :

* sigoificativas. Para el grupo 2 se encontrd la mayor diferencia en la cohéé_ntiaciéh de

coldgena entre ambos bronquios (657.20 + 268.09 para el BPD y 33964 + 144.56

- para e BP), sin llegar a sé; significativa. Es decir, no hubo diferencias inle;grup_o :

~ (tabla 8).



f Tabla 6. Concentracién de colégena en los BP'].

GRUPO mg de colégena / g de P
tejido seco

GRUPO 1 423,03 £ 104.60

GRUPO 2 339.64 * 144,56 0.403
GRUPO 3 448.56 & 71,26 0.719
GRUPO 4 344,43 + 88,01 0.403
GRUPO § 431.65 £ 38.10 0.676
GRUPO 6 444,99 = 85.87 0.784

Tabla 7. Concentracién de coligena en los BPD,

GRUPO mg de colégena / g de p

; tejido seco

. GRUPO | §96.27 £ 247.59

| GRUPO2 657,20 £ 268,09 0.676
GRUPO 3 509,62+ 66.26 0.676
GRUPO 4 440,61 £103.74 | 0.403
GRUPO 5 441,56 + 81.61 0.411
GRUPO 6 449.81 + 89.27 - 0.522

Valores expresados en Media £ Desviacion estandar,
Se toman como significativos los valores de p menores a 0.05,
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Tabla 8. Concentracién de coligena

BPD vs BPI de cada grupo
GRUPO P
GRUPO | 0,296
GRUPQ 2 0,060
GRUPO 3 0,177
GRUPO 4 0.210
GRUPO § 0.522
GRUPO 6 0.688

Valores expresados en Media & Desviacidn estandar,
Se toman como significativos fos valores de p menores a 0,05,

3. Fuerza Tensll de Ruptura.

En lo que respecta a la FTR se encontrd lo siguiente;

La FTR de los BP] del grupo control fue de 1.69 + 0.30 kg, sin que existieran
diferencias significativas al cbmpararla con fa TR de los BPI de los grupos en
estudio (tabla 9). L

La FTR encontrada en Ios'BPD’del grupo‘ control fue de 4.16 + 0‘.52, kg. AI
compararla con ta FTR dé los Ag‘mpos éxperimemalem se. encontraron di‘ferehcias.

slgmftcanvas con el grupo de Predmsona 4 mg/kg/dia yel de tralamlento lnp!e (3 95

051 y3.3£075kg respecnvameme) (tabla 10).

s Por otm lado, al. comparar la FI‘R de los BPD de cada grupo con la de Ios BPl e

encommon diferencias sugmﬁcalwas en el grupo de Predmsom a una dosls de 4

T mg/kg/dla y en el de cuclosporma (lahla 1y,



44

Tabla 9. Fuerza tensil de ruptura de los BPI.

GRUPO KILOGRAMOS p
GRUPO | 1.69 + 0.30

GRUPO2 247 £ 0.9 0.172
GRUPO 3 1.20 * 0.45 0.051
GRUPO 4 .80 + 0.57 0.472
GRUPO 5 2,37 £ 0.73 0.052
GRUPO 6 1.57 + 1.35 0.516

Tabla 10. fuerza tensil de ruptura de los BPD,

GRUPO KILOGRAMOS P

GRUPO | 4.16  0.52

GRUPO2 4.12 + 1.50 0.885
"GRUPO 3 3,95 + 051 0,026

GRUPO 4 4.32 £ 035 0.612
. GRUPOS 3.20 £ 1,03 10,053

GRUPO 6 3.30 £ 0.75 0,044

! Valores expresados en Media £ Desviacion estandar, - L
- Se toman como significativos los valores de p menoresa 0,05,



Tabla 11, Fuerza tensil de ruptura

BPD vs BPI de cada grupo
GRUPO P
GRUPO | 0.055
GRUPO 2 0.077
GRUPO 3 0.004
GRUPO 4 0.060
GRUPO 5 0.044
GRUPO 6 0.054

Valores expresados en Media £ Desviacion estandar.
Se toman como signiticativos los valores de p menores a 0,05,
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VIl DISCUSION

Uno de los principales problemas del transplante pulmonar, esté relacionado con
la cicatrizacién bronquial (7). En este sentido se han hecho estudios con el fin de
evaluar si los immunosupresores utilizados tienen algin cfecto sobre el proceso
cicatricial, encontrdndose datos contradictorios, sobre todo al utilizar azatioprina y
prednisona combinados o de manera independiente (2,3,41,46)

Histolégicamente los resullados que se obtuvieron en el presenie estudio no
proporcionan evidencias de una cicatrizacion deficiente, ya que los indices de
colagena que se calcularon, no presentan diferencias estadisticamenie significativas al
comparar los BPD (Bronquio control) con los BPI (Bronquio anastomosado) de cada
grupo, es decir en el mismo animal, Tampoco sc observan diferencias al comparar el
BPD y el BPI del grupo control con los BPD y los BPI de los grupos expcfimemalcs.

Estos resultados histologicos correlacionan con las concenitracioncs de coligcna
observadas para cada grupo, donde no existen diferencias significativas al hacer la
comparacion entre el grupo control y los grupos experimentales ya sea, tanto en los
bronquios anastomosados (BP1), cbmo en los broﬁquios normales (BPD), asi como
dentro de cada grupo (BPD vs BPY), por lo que aparenteméme no exisle‘h evidencias
de que.los férmacos \aquf‘ probados a las-dosis empleadis tengan algun efecto sobre cl
recambio de coldgena, o ’ ' “ ‘

Estos resultados coinciden con los de otros_ autores quienes en los modelos
.expérimemalés de cicatrizacién que estudiaron, no encuentran alteraciones eh la -
cantidad de coldgena que se deposita al utilizar.diferentes férmacés iqjmunosupresof¢s B
B4547. | L o

Por otro lado, los efectos reportados dc',.los~ inmunosupresores sobre la Fuerza

Tensil de Ruptura (FTR) son contradictorios, ya que. existen autores qué no . .
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encuentran ninguna alteracién en la FTR al utilizar inmunosupresores como la
prednisona, azatioprina y ciclosporina (8,45,48), micntras que Lima y cols. (34) al
utilizar la combinacién de metilprednisolona/azatioprina (2 y 1.5 mg/kg/dia) o
prednisona/ciclosporina (2 y 5 mg/kg/dfa), encueniran disminucién en la FIR,

También Golberg y cols,(34,48) encuentran una disminucion en la FTR al utilizar
metil-prednisolona (2 mg/kg/dfa) y azatioprina (1.5 mg/kg/dia) utilizados de manera
combinadé, y prednisona (4 mg/kg/dia) y ciclosporina (5 mg/kg/dia), wilizados de
manera independiente.

En el presente estudio, al utilizar la prednisona y la ciclosporina (4 mg/kg/dia y a
S mg/kg/dia respectivamente) de manera independiente, existe una disminucién
significativa en la FTR en los bronquios anastomosados (BPI) con respecto a los
controles (tabla I). ’

Parece ser que la utilizacién de prednisona, con ciclosporina o alanoprma ucnen
efecto sobre la cicatrizacion, aunque éste no se encuemre relacnonado con una
disminucién en el depdsito de colégena a pesar de que se han senalado efectos dc eslos S

férmacos sobre este proceso (36, 43, 46 48)

o Cabe hacer énfasis en el efeuo que tlene la predmsona auna dosus de 2 mglkg/dia

y la azatioprina a una dosis de I 3 mg/kg/dfa. sobre la dl8p05lC|6n de Ins ﬁbm de »
colégena. la cual se encuentra alterada al observarse por mncroscopla cleumnua en
bronqmos anasmmosados @8). ‘ ‘ e .

Al parecer estos efectos sobfe Ia dlspos'cnén de Ias moléculns de colﬁgena. puede
ser iudependtentc del proceso cucamcu\l ya que al comparar la FTR de los BPD del
grupo comrol con’ respeclo a los BPD de Ios grupos problema se- encomnron
dnferencias slgniflcanvas en el ‘grupo. de prednisona (4 mg/kg/dia) y el grupo de

tralamlemo mple. Estos resultados tendrén sin embargo que ser corroboradm por :

' mlcrosoopfa electrémca
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En conclusién, parece ser que ninguno de los inmunosupresores utilizados en este
estudio a las dosis adinistradas, tienen efectos sobre el recambio de coldgena. Sin
embargo, la FTR, que es un indicador de la resistencia de las anastomosis
bronquiales, se encuentra disminufda s6lo al utilizar prednisona (4 mg/kg/dia) o
ciclosporina (5 mg/kg/dfa), lo que puede ser indicativo de que existe otro tipo de
alteracién molecular relacionado probablemente con la organizacion de las fibras de
coldgena entre s y con otros elementos de la inatriz extracelular.

Estos fdrmacos podrfan afectar la hidroxilacién del aminodcido lisina, ¢l cual al
hidroxilarse sirve como sitio de unién para carbohidratos a los cuales se les ha
propuesto como elementos importantes en el empaquetainiento de las moléculas de
coldgena en fibras, las cuales dan fuerza al tejido en el cual se forman (21). Otra
posibilidad, es que de alguna manera estos inmnunosupresores pudieran interferir con

la formacion de enlaces disulfuro intercatenarios, lo cual impedirfa la formacion de la

~ triple hélice (15).
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Vill, CONCLUSIONES

a) De los inmunosupresores utilizados, solamente prednisona (4 mg/kg/dia) y

ciclosporina (5 mg/kg/dfa), afectan la cicatrizacién en las anastomosis bronquiales.

b) Esta alteracién no parece deberse a una disminucion en la cantidad de colégena

que se deposita en las anastomosis bronquiales durante la cicatrizacion.

c) Probablemente a disposicion de las fibras de coldgena y/o su-palimerizacién
~ sea afectada por prednisona (4 mg/kg/dia) y ciclosporina (5 mg/kg/dia), ya que la
fuerza tensil de ruptura es significativamente menor en el bronquio anastomosado que

en el bronquio control.
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X. ANEXOS,

Amexo 1.

1. Preparacién de téjido para andlisis histoldgico (61).

i.- Fijar en formol al 10% por 24 hrs. como mfnimo.

2,- Lavar en agua corriente de 15 a 30 minutos.

3.- Deshidratar con alcoholes de concentraciéon ascendente de 30, S0, 70, 80, 96
grados y absoluto, de 30 min. a una hora.

4.- Aclarar en xilol de 30 min. a una hora,

5.~ Trasparentar en aceite de cedro, de 12 a 24 horas.

6.- Colocar en xilol durante 15 minutos,

7.- Incluir en parafina: Se sumerge la pieza en parafina fundida (54°-56°).
Posteriormente, en cajas metdlicas, se coloca parafina fundida, se deja formar una
capa sﬁperl'icial s6lida, la cual se licia pasando una aguja de diseccion caliente;

‘en ese momento se introduce el fragmento y se orienta de acuerdo a la forma en
que se va a cortar. Finalmente, se deja solidificar en un recipiemé con agua frfa,

8.- Yasolificada la parafina, se hacen los cortes de Sum, |

9.- Los cortes se colocan en un bafto de flotacion a 37°c con gelatina previamente
disuelta, para que se extiendan y se adhieran al portaobjetos, con el cual se
recogen, de modo que queden centrados. : |

10.-Posteriormente se dejan secar a temperatura ambiente por 24 hrs.

11.-Los cortes se colocan en tres cambios sucesivos de xilol, de 5 a 10 m’iﬁutos cada

une.
12,-Luego se colocan en alcoholes de 100°, 96°, 80°, 70° y 50°, por § minutos en -

~ - cada uno. -

13,-Colocar en agua destilada. En este punto fos cortes estdn listos para ser tefidos.




2, Técnica tricromica de Masson,

1.- Hidratar los cortes con agua destilada.

2.- Fijar en solucién de Boyin durante thr, a 56°c.

3.- Lavar en agua corriente hasta que el color desaparezca.

4.- Enjuagar en agua destilada,

5.- Sumergir por 10 min, en solucién de hematoxilina de Weigert y lavar al chorro de
agua.

6.- Enjuagar con agua destilada.

7.- Sumergir en solucién de Bigbreich durante 15 min.

8.- Enjuagar con agua destilada.

9.- Sumergir en una solucion de 4cido fosfomolibdénico-fosfotungsténico por 10 a
15 min,

10,-Transferir los corte# a una solucion de azul de anilina por 10 a 20 min,

11.-Enjuagar en agua destilada.

12,-Sumergir en una solucion de 4cido acético al 1 % durante 3 a 5 minutos,

13,-Deshidratar con xilol.,

A. Reastives.
" Solucién de Bouin.
-Acido plerico saurado (21 g/l)  1500ml,
-Fdrmalina'. ‘ . .. 500ml,
-Acidoacético glacial, ~~1000ml,
- Solucién de hematoniliva de Weigert,

SolucionA |
.Hvematox’ilina. ' ‘ ‘ lgr.

 -Etanol al 95% o 100m)
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Solucién B
-Cloruro Férrico al 29% 4ml. tl"‘
It

-Agua destilada, ml. J:
Agua destilad 9sml j’ //?}4

-Acido clorhidrico. lml,

YA
. o
Mezclar partes iguales de la solucion A y B. ‘@ J A
0
Azul de Anilina, ‘l{:g})/, |
Jé“/ ‘y
-Azul de anilina, 2,5gr. 4
-Acido acético glacial. 2.0ml,
-Agua destilada, 100ml.
Acido Fosfomolibdénico-Fosfotungsténico.
-Acido fosfomolibdénico. Sgr.
-Acido fosfotungsténico, Sgr.
-Agua destilada, 200ml.
Acido acético.
-Acido acético. iml.
-Agua destilada 100ml.
Solucién de Biebrich,
-Stock de Biebrich al 1% 90ml,

- -Fucsina dcida al 1%. ‘ < 10ml,

-Acido acético glacial. lml.
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Anexo 2,
1. Determinacién del contenido de coligena por el método de Woessner (62,64).
Se townaron las muestras de la parte membranosa a nivel de [a anastomosis

bronquial. Las muestras fueron colocadas en frascos y se calentaron en una estufa, a

una temperatura de 90°C, para eliminar ef agua, Las muesiras se pesaron diariamente

hasta obtener tres mediciones con el mismo peso. Posteriormente se procedié a

determinar ¢! contenido de coligena por el método de Woessner, que consiste en los

siguientes pasos:

1.~ El tejido ya seco, fue hidrolizado con 1,.5ml de HCI 6N en ampolletas cerradas al
vacfo, El tiempo de hidrélisis fue de 36 hrs.

2.- Posteriormente, las muestras se sacaron de la ampoﬂeﬁ y se filtraron; el filtrado
obtenido se coloc6 en una evaporadora con ef fin de eliminar el exceso de HC.

3.~ Enseguida la muestra se llevé a un pH de 7.0, y se diluy6 hasta un volumen de 10
mi con agua destilada, De estos 10 ml se tom6 una muestra de 100 i para la
determinacién de hidroxiprolina, '

4.- Para la determinacion se»pr’eparé una curva patrén tomandd 100 ul de una
Solucién estandar que contiene 1ing de hidroxiprolina por 1l de agﬁn. y se llevé
a un volumen de 10m!. '

La preparacion de la curva pairén se realizd como se observa en la siguiente

tabla; : , .
No.dewbo|{ B | 1-2 |34 | 56 [ 78] 910] 11-12
Solpawon | -~ | 02¢ )04 | 06 [08) Lo | -~
Aguadest. { 20 [ 1.8 16| 1.4 J 12} 10| 19]
P TR

Muestra | - | e | e | e | e

* mililitros .
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5.- Posteriormente a cada tubo se le agregé Iml de una solucién de cloramina T 0.05
M, y se dejé 20 minutos a temperatura ambiente (1.41 g de cloramina T
disueltos en 20 mi de agua, 30 ml de metilcelosolve y 50 ml de amortiguador
de citratos pH 6.0.).

6.- Enseguida se agregd, a cada tbo, un mililitro de dcido percldrico 3.0N.

7.- Después se agreg6 | mi de una solucion de para-dimetil aminobenzaldehido al
20% en metilcelosolve,

8.- Las muestras se dejaron incubar durante 20 minutos a 60°C.

9.- Transcurrido este tiempo, se ley6 la absorbancia de cada muestra en un
espectrofotdmetro (DU-6, marca Beckman) a una longitud de onda de 560 nm.
Los resultados obtenidos, se multiplicaron por el factor 7.42 y se expresaron en

miligranﬁos de coldgena por gramo de tejido seco,
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