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“El aire posee cierta virtud oculta. En esa virtud se esconde el secreto
de la vida”’.

Hermann Boerhaave

“No pregunten si estas ideas son buenas o malas, mas bien pegunten
Si coinciden con la realidad’.

Malpighi

‘Hermoso es lo que vemos. Mas hermoso es lo que sabemos. Pero
mucho mas hermoso es lo que no conocemos”.

Niels Steensen
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RESUMEN

RESUMEN

El término angiogénesis se refiere al proceso que conduce a la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura existente y esta favorecida por
la presencia de reacciones inflamatorias en los tejidos. La angiogénesis tiene
ventajas y desventajas. Por ejemplo en cancer cuando hay angiogénesis es causa
de metastasis, obviamente una gran desventaja, en cambio en tejidos que
necesitan ser bien irrigados para obtener una buena circulacion. La angiogénesis,
demanda amplia investigacion en diferentes campos que involucran el desarrollo
de modelos experimentales en los que sea posible, una vez que el modelo sea
reproducible, evaluar la participacion de diferentes mediadores y la eficacia de
medicamentos con la finalidad de aplicar los resultados obtenidos, en la fase
clinica. Diferentes estudios en roedores al ligar la arteria pulmonar derecha o
izquierda, se genera, por el propio traumatismo un proceso inflamatorio en el que
intervienen diferentes citocinas. Esta suspension de la circulacion pulmonar, segun
diferentes autores, causa u origina: formacién de nuevos vasos sanguineos, a

través, de vasos de la pared costal y disminucion de la distensibilidad.

El objetivo de este estudio es 1) montar un modelo en rata de angiogénesis, 2)
evaluar la angiogénesis en diferentes dias post-LAPI, tanto en pulmén como en
pared costal, por medio, de la histologia y de expresion inmunohistoquimica de
VEGF y CD-31, 3) determinar los niveles de IL-6 e IL-10 en suero y
homogeneizado de tejido pulmonar (método de ELISA) y 4) estudio de la

distensibilidad pulmonar pre- y post-LAPI.


http://es.wikipedia.org/wiki/Investigaci%C3%B3n
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Material y métodos: Se utilizaron 30 ratas Wistar con un peso de entre 200-300 gr,
sanas, manejadas segun la NOM-062-Z00-1999. Los animales se dividieron al
azar en cinco grupos de estudio: Grupo | (control n=6), Grupo Il (8 dias post-LAPI
n=6), Grupo Il (10 dias post-LAPI n=6), Grupo IV (12 dias post-LAPI n=6) y Grupo
V (15 dias post-LAPI n=6). Los animales del grupo | no se sometieron a ningun
tipo de intervencion quirurgica, en cuanto a los animales del grupo II-V, se les
realizé toracotomia izquierda para ligar la arteria pulmonar izquierda (LAPI). Todos
los animales de estudio, y el grupo control, fueron anestesiados, intubados y
ventilados bajo diferentes presiones y volumenes para obtener la distensibilidad
pulmonar. Concluido el registro de la distensibilidad (basal), los animales del grupo
[I-V se sometieron a la intervencion quirargica, al finalizar el estudio de cada
grupo se registro nuevamente la distensibilidad (final), e inmediatamente después
los animales fueron sacrificados para obtener las muestras de sangre, tejido
pulmonar y de pared costal que fueron procesadas para realizar evaluaciones
histolégica, inmunohistoquimica de la expresion del VEGF, CD-31 y de los niveles

de IL-6 e IL-10 mediante la técnica de ELISA.

Resultados: 1) No se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la distensibilidad inicial y final de los grupos II-V (U de Mann-Whitney:
p>0.05) y al comparar el grupo control vs los grupos II-V (Kruskal-Wallis: p>0.05).
2) La expresion del VEGF y de CD-31ocurrié a partir del grupo Il y inicamente se
observd en las muestras de tejido pulmonar y de pared costal correspondientes al
hemitérax izquierdo (ANDEVA: p<0.001). 3) La concentracion de IL-10 detectada

en suero y en tejido pulmonar (derecho e izquierdo) en los cinco grupos de estudio
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fue significativamente mayor que la concentracién de IL-6 (ANDEVA: p<0.001).
Contrariamente al comportamiento de la IL-10, la concentracién de IL-6 en el tejido
pulmonar izquierdo del grupo de ratas al que se le pinz6 la arteria pulmonar
izquierda disminuy¢ significativamente en los grupos V-V (ANDEVA + Tukey: p<
0.05). 4) Los hallazgos histolégicos encontrados en los pulmones y pared costal
de los grupos II-V fueron significativamente mayores que los hallazgos en el
pulmén y pared costal derecha de las ratas de estos mismos grupos y que los
encontrados en el pulmon y pared costal derecha e izquierda del grupo control

(Kruskas-Wallis: p<0.001).

Conclusiones: 1) Se implementd un modelo angiogénico experimental en ratas al
ligar la arteria pulmonar izquierda, 2) La obstruccion de la arteria pulmonar
izquierda provoco isquemia e inflamacién, lo que generd la formacién de nuevos
vasos en el pulmén izquierdo a partir de la pared costal izquierda (grupos IlI-V),
mediante la expresién inmunohistoquimica del VEGF y de CD-31, pero no ocurrié
lo mismo en el hemitérax derecho, 3) En los grupos Il y lll se observé un
incremento significativo en los niveles de IL-10 en el pulmén izquierdo, seguida de
una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de IL-6 en los grupos

IV-V.



MARCO TEORICO

1. MARCO TEORICO
1.1 Térax

El térax comprende la regidn situada entre el cuello y el abdomen, incluye
los 6rganos principales del aparato respiratorio y cardiovascular (Figura 1). El térax

esta dividido en hemitérax derecho e izquierdo y mediastino.”

Figura1. Radiologia normal de térax de rata
(Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental, INER).

1.2 Pared toréacica

Esta formada por costillas, musculos inspiratorios y espiratorios. El
diafragma, musculo, que separa a la cavidad toracica de la abdominal es el que

realiza la mayor parte de la funcion respiratoria.”

La forma abovedada de la caja toracica, le proporciona una rigidez notable,
lo que permite proteger los érganos vitales del térax y del abdomen, resistir las
presiones negativas internas que se generan por el retroceso elastico de los
pulmones y por los movimientos de inspiracion, ademas de proporcionar insercion

y sostener el peso de los miembros superiores.”
1.2.1 Esqueleto de la pared toracica.

El esqueleto del térax forma la caja toracica osteocartilaginosa que protege
las visceras toracicas y algunos érganos abdominales. El esqueleto del torax

incluye 12 pares de costillas y los cartilagos costales asociados, 12 vértebras
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toracicas con los discos intervertebrales interpuestos entre ellas, y el esternén
(Figura 2)."

Figura 2. Pared toracica (costillas, el esternon y las vértebras toracicas).

1.3 Pleura.

La pleura envuelve a los pulmones. Una capa al pulmén (pleura visceral),
que a nivel mediastinal se refleja y forma la pleura parietal. Entre la pleura parietal
y visceral (espacio virtual), hay una pequefa cantidad de liquido que hace que

estas hojas estén adheridas."
1.4 Aparato respiratorio

El aparato respiratorio, tiene como funcién expulsar diéxido de carbono y
llevar oxigeno a todos los tejidos del organismo. Esta funcion se lleva a cabo en la
pared alveolo-capilar por gradientes de presion: exteriorizar dioxido de carbono e
interiorizar oxigeno. En consecuencia, el sistema respiratorio tiene una porcién

conductora y una porcion respiratoria. (Figuras 3,4).”

Figura 3. Aparato respiratorio
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1.4.1 Porcién conductora

Los componentes extrapulmonares de la porcion conductora, incluyen las
cavidades nasales, la faringe, la laringe, la traquea y los bronquios primarios,
mientras que los bronquiolos constituyen los componentes intrapulmonares. Esta
porcidon, tiene como funcién conducir, limpiar, humedecer y calentar el aire

inspirado.’?
1.4.2 Porcidn respiratoria.

Comienza con las ramificaciones del bronquiolo terminal, se continian con
los sacos alveolares y por ultimo los alveolos, cuyas paredes delgadas permiten el

intercambio gaseoso.?
1.5 Anatomiadel pulmoén

Los pulmones constan de 150-250 millones de alveolos, el pulmén derecho
consta de tres I6bulos y dos cisuras mientras que el pulmoén izquierdo dos Iébulos

y una cisura. 2

Figura 4. Imagen del pulmon: division seriada del bronquio principal

1.5.1 Pulmén derecho.

El pulmén derecho presenta dos cisuras oblicuas derechas y horizontales
que lo dividen en tres lobulos: superior, medio e inferior. EI pulmén derecho es
mas grande y pesado que el izquierdo, aunque es mas corto y ancho debido a que

la cupula derecha del diafragma es mas alta, y el corazoén junto con el pericardio lo
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empujan hacia la izquierda. El borde anterior del pulmén derecho es relativamente

recto.”
1.5.2 Pulmén izquierdo.

El pulmon izquierdo tiene una unica cisura oblicua izquierda que lo divide en
dos lobulos: superior e inferior. El borde anterior del pulmoén izquierdo presenta
una profunda escotadura cardiaca, una hendidura debida a la desviacién hacia el

lado izquierdo del vértice del corazén.”
1.6 Histologia del pulmén.

De la traquea al alveolo existen 23 divisiones que tienen diferentes formas.
Por ejemplo, después de los bronquios principales en los que se divide la traquea
continuan los bronquios segmentarios, luego los sub-segmentarios y luego de este
modo llegar a los sacos alveolares y luego a los alveolos. Es de observar que en
determinado numero de ramificaciones disminuye la cantidad de cartilago hasta

desaparecer totalmente a nivel de la ultima division.

Los bronquios representan las primeras siete divisiones de 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.
Los cartilagos son hialinos y se mantienen unidos mediante tejido conectivo

colageno que se contintia con el pericondrio que lo rodea (Figura 5).2

Figura 5. Imagen histologica de pulmén (Hematoxilina-Eosina, 65x)°
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La estructura histoldgica de los bronquios se modifica en forma gradual. En
los bronquiolos, el epitelio seudoestratificado ciliado se transforma en epitelio
cilindrico, desaparecen el cartilago y las glandulas y por ultimo se engrosa la capa
muscular. Los ultimos bronquiolos pertenecen al sistema conductor, es decir, que
aun no contienen alveolos en sus paredes, se denominan bronquiolos terminales.
Cada uno de ellos se divide en dos bronquiolos respiratorios que se diferencian
del bronquiolo terminal en que cada tanto aparecen dilataciones de la pared, los
alveolos, es decir, ya aparece tejido respiratorio. La pared alveolar es la delgada
separacion entre dos alveolos adyacentes. Se compone de una capa de tejido
conectivo, revestida por epitelio en las caras orientadas hacia el espacio alveolar

lleno de aire (Figura 6).

La capa de tejido conectivo contiene fibras elasticas y de colageno que
forman un trenzado entre cuyas mallas ingresan y salen los capilares pulmonares.
El tejido conectivo contiene fibroblastos, macrofagos, mastocitos, linfocitos y
células plasmaticas. A menudo se comunican alveolos adyacentes mediante
orificios en la pared alveolar, denominados poros alveolares, de unos 10 um de

diametro.>®

Figura 6. Disefio esquematico de las caracteristicas estructurales de la pared alveolar y la barrera
de difusion entre sangre y aire (barrera alveolo-capilar).

El epitelio alveolar se compone de neumocitos tipo | y tipo Il. Los
neumocitos tipo | tienen pequefos nucleos aplanados, que se confunden con
facilidad con nucleos de capilares. La barrera de difusion entre sangre y aire esta

representada por el citoplasma aplanado de las células endoteliales, las dos
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laminas basales con el tejido conectivo intermedio y el citoplasma aplanado de los

neumocitos tipo 1.3

Los neumocitos tipo Il tienen forma irregular, casi cubica, y el nucleo es
bastante grande y redondeado. Las células suelen sobresalir hacia la luz y se
encuentran en mayor numero que los neumocitos tipo |. Los neumocitos tipo I,
elaboran el agente tensioactivo o surfactante, un complejo de fosfolipidos vy
proteinas encargado de reducir la tensidon superficial. Una red muy extensa de
capilares, irrigados por las arterias pulmonares y drenadas por las venas

pulmonares.’
1.7 Vascularizacion Pulmonar.

En los pulmones existen tres tipos de circulacion: 1) la circulacion pulmonar
que lleva la sangre a los pulmones para que sea oxigenada, 2) la circulacién en
las venas pulmonares que desembocan en la auricula izquierda y que llevan la
sangre oxigenada que va a “oxigenar’ a todo el organismo y 3) la circulacién
nutricia que es sangre que irriga al pulmoén a través de las arterias intercostales y

bronquiales que son ramas de la aorta, subclavia, etc.?
1.7.1 Circulacion pulmonar.

La circulacion pulmonar es peculiar debido a que consta como ya se dijo
anteriormente, de circulacion funcional que tiene por objeto llevar la sangre a los
pulmones para ser oxigenada, la circulacion de las venas pulmonares que tienen
como fin llevar la sangre oxigenada a la bomba cardiaca para enviarla al
organismo Yy tener un metabolismo aerdbico y la circulacion nutricia por medio de
las arterias bronquiales y de las intercostales para alimentar al aparato

respiratorio.

Cada pulmén esta irrigado por una arteria pulmonar y dos venas
pulmonares que drenan la sangre procedente de él. Las arterias pulmonares

derecha e izquierda se originan en el tronco pulmonar a nivel del angulo esternal y
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transportan sangre venosa, pobre en oxigeno hacia los pulmones para su

oxigenacion.?*

Dos venas pulmonares, una vena pulmonar superior e inferior en cada lado,
transportan sangre arterial, rica en oxigeno desde los correspondientes Iébulos de

cada pulmén hasta la auricula izquierda del corazén (Figura 7).2

Figura 7. Imagen donde se muestra la circulacién pulmonar, se observan las arterias pulmonares y
las dos venas pulmonares de cada pulmén.

Contrariamente a la circulacion sistémica en la que la sangre oxigenada se
transporta a través de las arterias, la circulacién pulmonar transporta la sangre
desoxigenada desde el corazon hasta los pulmones a través de la arteria
pulmonar, para luego regresarla oxigenada de vuelta al corazon. EI mecanismo
contrasta con la circulacion sistémica que impulsa la sangre hacia el resto de los
tejidos del cuerpo, excluyendo los pulmones. La funcién de la circulacion pulmonar
es asegurar la oxigenacion sanguinea por la hematosis pulmonar. La sangre
desoxigenada proveniente de los tejidos sale del corazdén derecho por la arteria
pulmonar, la cual lleva la sangre a los pulmones, donde los glébulos rojos liberan
bidxido de carbono en intercambio por oxigeno durante la respiracion. La sangre
asi oxigenada sale de los pulmones por las venas pulmonares, las cuales
regresan la sangre al corazén izquierdo, completando el ciclo. La sangre es luego
distribuida por todo el cuerpo a través de la circulacion sistémica antes de regresar

de nuevo a la circulacién pulmonar.?*
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1.7.2 Circulacion bronquial.

Las arterias bronquiales proporcionan sangre para nutrir las estructuras que
componen la raiz de los pulmones, los tejidos de sostén de los pulmones vy la
pleura visceral. Las dos arterias bronquiales izquierdas se originan directamente
en la aorta toracica. La unica arteria bronquial derecha puede originarse también
directamente de la aorta. Es mas frecuente que se origine indirectamente, bien de
la porcién proximal de una de las arterias intercostales posteriores superiores o

bien de un tronco comun con la arteria bronquial superior izquierda.?

Las venas bronquiales drenan solo una parte de la sangre aportada a los
pulmones por las arterias bronquiales. El resto de la sangre es drenada por las
venas pulmonares. La vena bronquial derecha drena en la vena acigos, mientras
que la vena bronquial izquierda drena en la vena hemiacigos accesoria o0 en la

vena intercostal superior izquierda.?
1.8 Distensibilidad pulmonar.

Para que se realice de manera satisfactoria el acto de respirar, se requiere:

buena ventilacion, perfusion y difusion.

En cuanto a la ventilacion que consiste en la inspiracién y espiracion. En
ésta tesis se estudio la distensibilidad (acto inspiratorio), la distensibilidad se
define como la propiedad de un cuerpo de cambiar de volumen cuando se ejerce

una presion.
D = AV/AP

Distensibilidad (D) igual al incremento de volumen (A1) sobre el incremento
de presién (AP).° Y se representa en una curva presion-volumen® (Grafica 1) de la

siguiente manera:
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Volumen

AV W =W,
Pendiente = —=—L L
AP B -PR
LI
Dristensibilidad

Presion

Grafica 1. Curva de presion-volumen:Distensibilidad pulmonar. °

Es de mencionar que la elasticidad es la propiedad de un cuerpo para

regresar a su forma inicial.

La distensibilidad no se refiere exclusivamente a la capacidad del pulmén
para modificar su volumen en respuesta a la aplicacion de presion a su alrededor.
Ella involucra también la capacidad de la caja toracica para expenderse durante la
fase inspiratoria. Por esto, es conveniente diferenciar diversas tipificaciones del

fendmeno:

Distensibilidad estatica: Es el cambio de volumen pulmonar debido a la
aplicaciéon de una unidad de presién. Se denomina estatica cuando la medicién se
realiza en ausencia de flujo y representa la distensibilidad del pulmén

exclusivamente.®

Distensibilidad dinamica: es el cambio de volumen del conjunto toraco-
pulmonar por cada unidad de presidn aplicada. Representa entonces, la capacidad
de adaptacién 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
tamano. No es igual la distensibilidad de un recién nacido a la de un adulto. Por
esto, la medicion del parametro en relacion al volumen pulmonar se denomina

distensibilidad especifica.®
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1.9 Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso que conduce a la formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de la vasculatura ya existente (Figura 8). Se pueden
distinguir dos tipos de angiogénesis, la angiogénesis fisioloégica/normal y la

patolégica/anormal.

La angiogénesis fisioldgica o normal, es un proceso de pasos multiples que
incluye la migracién y proliferacién de células endoteliales (ECs), la formacion y
organizacion de grupos celulares en estructuras tubulares que eventualmente se

uniran, para finalmente madurar en vasos sanguineos estables.®

Figura 8. Angiogénesis: Formacion de nuevos vasos a partir de la vasculatura pre-existente.11

La angiogénesis esta favorecida por la presencia de reacciones

inflamatorias en los tejidos."

La angiogénesis es un proceso fisiolégico que en etapa embrionaria es

importante para la vascularizacion de todos los tejidos. °

Para que el proceso de angiogénesis se lleve a cabo de manera adecuada,
debe existir un balance entre mediadores quimicos que promueven la
angiogénesis (llamados factores proangiogénicos) y los que la inhiben (llamados
factores antiangiogénicos) dentro del microambiente tisular. Ademas, en el
proceso de angiogénesis no solo participan esos factores, sino que se requiere de
otras moléculas como proteinas de matriz extracelular, receptores a moléculas de
adhesion y enzimas proteoliticas. Estas ultimas participan en la degradacion de la
lamina basal y proteinas de matriz, facilitando que se lleve a cabo la migracién de
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las células endoteliales, mientras que los receptores de moléculas de adhesién

participan en las uniones entre esas células.’

Los factores proangiogénicos (o, simplemente, angiogénicos) inician la
generacion de nuevos vasos sanguineos induciendo la proliferacion de células
endoteliales vasculares. Pueden ser factores de crecimiento, enzimas, lipidos,
citocinas, quimiocinas y algunos carbohidratos complejos. De entre ellos, los mas
estudiados son el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la
angiopoietina-1 (ANG-1), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs), el factor
de necrosis tumoral (TNF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), la proteina NOTCH (proteina con
dominio transmembranal que actua de receptor para proteinas tansmembranales
adyacentes, importante para la diferenciacién), la citocina IL-6, la quimiocina IL-8 y
metaloproteinasas (MMPs). Estas moléculas con frecuencia, son inductores de la

proliferacion de las células endoteliales.’

Por su parte, las moléculas antiangiogénicas (llamadas también factores
angiostaticos) antagonizan el efecto de los factores angiogénicos. En este grupo,
se encuentran la trombospondina-1 (TSP-1), el interferén-a (INF-a), el factor
plaquetario 4 (PF-4), los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs), la

interleucina 12 (IL-12), la angiostatina y la endostatina.’

En el inicio del proceso angiogénico, debe modificarse el estado de reposo
de las células endoteliales, que sin activarse, forman una monocapa con una
superficie aerodinamica. Las células endoteliales se mantienen unidas por
moléculas de adhesion como las cadherinas y claudinas. Otras células, llamadas
pericitos, envuelven a las células endoteliales e inhiben su proliferacion, ademas,
liberan sefiales de sobrevivencia celular como el VEGF y ANG-1. Ambos tipos
celulares forman una membrana basal comun a todos los tejidos. El proceso de
angiogeénesis se inicia en respuesta a los factores que activan a las células
endoteliales que recubren los capilares existentes. Esos vasos detectan la sefal
angiogeénica, que se manifiesta por una alteracién entre las uniones estrechas de

las células endoteliales que los conforman. Los pericitos se separan de la pared
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de los vasos y se liberan de la membrana basal por degradacion proteolitica, la

cual es mediada por proteinas denominadas metaloproteinasas (MMPs).*"°

Las células endoteliales pierden sus uniones y los vasos nacientes se
dilatan. Factores angiogénicos como el VEGF incrementan la permeabilidad
vascular de las células endoteliales, lo que causa un extravasado de proteinas del
plasma y establecen una matriz extracelular (ECM) provisional. En respuesta a la
sefalizacion por integrinas, las células migran dentro de esa ECM. Existen
factores angiogénicos que se encuentran almacenados en la matriz extracelular y

enzimas llamadas proteasas que liberan a esos factores.®'°

El movimiento de las células endoteliales hacia la sefial angiogénica es
ordenado, esto se debe a la seleccidn de una célula conocida como célula punta
(tip cell) que guiara dicho movimiento. Las células adyacentes a la célula punta o
célula guia asumiran posiciones subsidiarias como células tallo, las cuales se

dividiran para alargar el tallo y establecer el lumen (Figura 9).%°

Finalmente, las células endoteliales reanudan su estado quiescente y
senales inducidas por moléculas como el PDGF-B, ANG-1, TGF-B, efrina B-2 y
NOTCH causan que las células endoteliales sean nuevamente cubiertas por los
pericitos. En esta etapa final, inhibidores de proteasas producen el depdsito de
una membrana basal y las uniones celulares son restablecidas para asegurar una

distribucion de flujo. *'°
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Figura 9. Diagrama del proceso de angiogénesis. A. Estado de reposo. B. tras la sefial antigénica
se pierden las uniones entre células endoteliales, se degrada la membrana basal, se selecciona o
forma la célula guia o “tip cell” que dirige la extension de las células endoteliales para formar los
nuevos vasos sanguineos. C. Extension del citoplasma de las células endoteliales, proliferacion,
migracién y formacion del lumen.*®

En cuanto a la angiogénesis patologica, inicia cuando se alcanza y
sobrepasa el umbral entre los estimuladores e inhibidores angiogénicos. Se
pueden distinguir dos tipos de angiogénesis patoldgica: “angiogénesis activada” y
“angiogénesis inhibida”, dependiendo de los niveles dominantes de moléculas pro-
o anti-angiogénicas, respectivamente. Existen diversas condiciones asociadas a la
“angiogénesis activada” como las enfermedades malignas, ademas de estar
implicada en obesidad, asma, diabetes, cirrosis, esclerosis multiple, endometriosis,
SIDA, infecciones bacterianas y enfermedades auto-inmunes. Por el contrario,
cuando el interruptor de la angiogénesis se encuentra apagado o es insuficiente
ocurre una “angiogénesis inhibida” que esta asociada al mal funcionamiento de la
ECs, a la regresibn o malformacion de vasos, ademas de prevenir la

revascularizacion, cicatrizacién y regeneracion.™
1.10 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).

Actualmente, se reconoce que el sistema que incluye al VEGF y sus

receptores, es el principal regulador de las ECs vasculares y de la formacion de

vasos sanguineos. 12
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EL VEGF activo esta compuesto por dos subunidades idénticas. La union a
su receptor, esta mediada por el homodimero a través de la union del ndcleo de la
proteina y la modulacion de la actividad del VEGF esta dada por la unién a
heparina. EI VEGF responde a varios estimulos tales como hipoxia/isquemia
principalmente mediante el factor inducible de hipoxia 1 (HIF-1), también, a
distintos factores de crecimiento, a oncogenes activados, asi como a distintas
citocinas, p53 mutado, estrégeno y oxido nitrico (NO). Mediante estos estimulos
se incrementa la expresion del VEGF resultando en la induccién de proliferacion
de ECs derivadas de las arterias, venas y vasos linfaticos asi como en la
proliferacion de algunos tipos celulares no endoteliales; ademas, el VEGF
promueve la migracion celular e inhibe la apoptosis, favorece la angiogénesis y la
permeabilizacion de los vasos sanguineos y participa en la vasculogénenesis y en
la linfangiogénesis. Cuando su regulacion es normal, el VEGF contribuye al
remodelamiento vascular de la cicatrizacion y reparacion, mientras que cuando es
inadecuada, este factor contribuye al desarrollo de tumores solidos al promover la

angiogénesis.™

El VEGF es un factor de crecimiento con actividad mitogénica altamente
especifica para las ECs; es miembro de la super familia de genes VEGF-PDGF
que incluye al VEGF-A, -B, -C, -D y -E.""

El VEGF-A, es una glicoproteina homodimérica de 45KDa, que se puede
unir tanto al receptor VEGFR-1 como al VEGFR-2. Hasta el momento, se han
reportado seis isoformas del VEGF en seres humanos las cuales contienen 121,
145, 165, 183, 189 y 206 residuos de aminoacidos. "

Las distintas isoformas del VEGF-A incrementan la permeabilidad vascular,
estimulan la proliferacion y migracion de ECs. EI VEGF-A4ss €s una molécula
cargada positivamente que se une a la heparina, es la isoforma mas comun y
estudiada, ademas de ser el transductor de sefales mas fuerte entre los distintos
tipos del VEGF, esta isoforma es principalmente secretada; sin embargo, una
fraccion significativa permanece unida a la superficie celular y a la matriz

extracelular."
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1.10.1 Receptores del VEGF.

El proceso de sehnalizacion que resulta en la angiogénesis, esta mediado
por uniones de alta afinidad de los factores de crecimiento del endotelio vascular
con receptores especificos de actividad tirosina cinasa, localizados tanto en la
superficie de las ECs vasculares y en células derivadas de la medula ésea, como

en la circulacion en donde se encuentra en forma soluble.

Todas las isoformas del VEGF, son capaces de unirse a alguno de estos
tres receptores: VEGFR-1, VEGFR-2 o VEGFR-3; estos receptores contienen
siete dominios homodlogos a inmunoglobulina (Ig) en su parte extracelular, una
region transmembranal, un dominio yuxtamembranal y un dominio intracelular de
sefalizacion tirosina cinasa interrumpido por un inserto de cinasa de 69
aminoacidos y la region carboxi-terminal. EI segundo y tercer dominio de Ig,
representa la region de unién al ligando, mientras que las regiones del cuarto al

séptimo dominio de Ig son esenciales para la dimerizacion del receptor."

1.11. Molécula de Adhesién Celular Endotelial Plaquetaria (PECAM-1 o CD-
31)

La molécula de adhesion celular endotelial plaquetaria es un tipo de
glicoproteina transmembranal tipo | de 130 kDa expresada por diferentes células
de la linea hematopoyética incluyendo las plaquetas, monocitos, neutrdéfilos y
ciertos subgrupos de linfocitos. Las células endoteliales, también expresan
PECAM-1, que es un componente principal de las uniones celulares en los lechos
vasculares y también se ha observado que tiene un papel importante apoyando la

migracion transendotelial de leucocitos.”'*

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. PECAM-1 interviene en la adhesién y sefializacion al
receptor con lo que juega un papel reciproco durante la respuesta inflamatoria.
PECAM-1, promueve la inflamacion facilitando la migracion transendotelial de

leucocitos, pero atenua la inflamacién a través de su capacidad para: 1) inhibir la
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activacién celular, 2) reducir los niveles de citocina pro-inflamatoria 3) disminuir la
acumulacién de leucocitos en el sitio de inflamacioén y 4) mantener y restaurar la

integridad vascular.”"

1.12. Interleucinas

La comunicacion entre células inmunes e inflamatorias es mediada en gran
parte por proteinas llamadas interleucinas, que promueven el crecimiento, la
diferenciacion y la activacién celular. Estas moléculas efectoras son producidas

transitoriamente y controlan localmente la amplitud y duracion de la respuesta.15

Las interleucinas son proteinas solubles de bajo peso molecular,
mediadoras de crecimiento celular, inflamacion, inmunidad, diferenciacion vy
reparacion, entre otras actividades. Ademas de las células del sistema inmune, las
citocinas son producidas por diferentes tipos celulares durante la activacién de la
inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de comunicacion intracelular
ante una invasion microbiana. Las citocinas inician la respuesta inflamatoria y
definen la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune especifica. En la
siguiente tabla se agrupan algunas de las citocinas en funcién de su actividad

predominante, aunque muchas de ellas pueden tener mas de una funcion.™

Grupos de citocinas en funcion de su actividad predominante

. Proinflamatorias IL-1, IL-6, TNFa, IFNa, IFNB

I. Promotoras del crecimiento y IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-7 IL-12, IL-13
diferenciacion

I1. Factores de crecimiento IL-3, GM-CSF, IL-9, IL-11

hematopoyético
V. Quimiocinas (a) IL-8, . (B) RANTES, (y) Linfotacina, ()
Fractalquina
V. Reguladores de la actividad de los  ggE IFNy, TGFB
linfocitos ’ ’

TNF= factor de necrosis tumoral, IFN= interferén, GM-CSF= factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos, EGF= factor de crecimiento epidémico, TGFp=factor beta del
crecimiento transformante
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1.12.1 Interleucina 6 (IL-6)

La interleucina 6 (IL-6), es una proteina de aproximadamente de 26 kDa,
sintetizada inicialmente como un precursor de 212 aminoacidos, el cual origina la
citocina madura de 184 aminoacidos que contiene una sefial hidrobdfica necesaria

para su secrecion y cuatro residuos de cisteina.™

La IL-6 es sintetizada por fagocitos mononucleares, células endoteliales
vasculares, fibroblastos y otras células en respuesta a la IL-1 y en menor
proporcion al TNF. La producen también algunas células T activadas y en ratones,
las células Ty2 en particular. Se ha observado que algunos linfocitos presentes en
sitios que presentan inflamacion pueden producir grandes cantidades de IL-6 in

situ.1®

La IL-6 funciona como un homodimero en el que cada subunidad forma un
dominio globular de cuatro hélices a que caracteriza a las citocinas que se enlazan
a receptores de tipo |. El receptor, consiste de una proteina de 60 kDa que se une
a la citocina, y a una subunidad de 130 kDa que traduce las sefales. La subunidad
de enlace, contiene un dominio de inmunoglobulina y un motivo de dos
cisteinas/WSXWS, caracteristico de los receptores de citocinas de tipo |, que
también muestra la subunidad encargada de la sefial de transduccion, aunque

ésta, no enlaza a IL-6 y parece servir de sefialamiento para otras citocinas. '

Los efectos mas conocidos de la IL-6 son los que ejerce sobre los
hepatocitos y las células B. En los primeros, causa la sintesis de varias proteinas
plasmaticas, como fibrinégeno, el cual participa en la respuesta de fase aguda, y
en los linfocitos B activados, en los que actua como factor de crecimiento durante

|la fase tardia de la diferenciacién (Figura 10)."%
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Figura 10. Funciones de IL-6. La IL-6 es una citocina pleiotrdépica con una amplia gama de
actividades biolégicas.zo

1.12.2 Interleucina 10 (IL-10)

La interleucina 10 es una citocina de 18 kDa que producen los macrofagos
activados, algunos linfocitos y tipos celulares no linfociticos, como los

queratinocitos.'®

Es miembro de la familia de citocinas de cuatro hélices a que parece
funcionar como un homodimero y que corresponde a la categoria de citocinas Ty2.
En consecuencia, puede inhibir la produccion de varias citocinas, entre ellas 1L-2,
IL-3,IL-6, IL-1, IFN-y y TNF."™

Las principales actividades de la IL-10 consisten en inhibir en los
macrofagos, la produccion de citocinas, como TNF, IL-1, IL-6 quimiocinas e IL-12,

asi como las funciones accesorias en la activacion de células T, al reducir la

21



MARCO TEORICO

expresion de moléculas de clase Il del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC). Asimismo, inhibe la produccién de IL-2, IL-3 e IFN-y, y la proliferacién de
células T dependiente de monocitos, debido en parte a la disminucibn marcada
que ejerce en la sintesis de una variedad de citocinas. El efecto neto de estas

acciones es inhibir la inflamacion innata e inmune mediada por células T. (Figura
11 ) 16,18,21

Figura 11. La IL-10 es una citocina pleiotrépica con funciones inmunorregulatorias importantes
cuyas acciones influyen en las actividades de diferentes tipos celulares en el sistema
inmunoldgico. Es una citocina con potentes propiedades antiinflamatorias, reprimiendo la expresion
de citocinas inflamatorias como TNFa, IL-6 e IL-1 por macréfagos activados.’
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2. JUSTIFICACION

Una de las finalidades de estudiar la angiogénesis es por que los procesos
inflamatorios incrementan la formacion de vasos y suprimir la angiogénesis seria

una ventaja para prevenir metastasis en cancer.

Alteraciones pulmonares como fibrosis, asma y tromboembolia estan
caracterizadas por inflamacion vascular crénica y su consecuencia, angiogénesis

con remodelacion y crecimiento de la vasculatura sistémica. & %3

En la respuesta inflamatoria derivada del dafo vascular, ocurre liberacion e
incremento de diferentes factores de crecimiento, moléculas de adhesién y
citocinas que actuan sobre las células que participan en la remodelacién vascular

(inflamatorias, endoteliales y de musculo liso asi como en la matriz extracelular).®

Los disefios experimentales en los que se liga la arteria pulmonar izquierda para
provocar obstruccidon e isquemia, constituyen un modelo de obstruccién pulmonar
cronica con la subsecuente generacion del proceso angiogénico, lo que permite

investigar mecanismos de neovascularizacion.* 1% 332

La angiogénesis, demanda amplia investigacion en diferentes campos que
involucran el desarrollo de modelos experimentales en los que sea posible, una
vez que el modelo sea reproducible, evaluar la participacion de diferentes
mediadores y la eficacia de farmacos con la finalidad de aplicar los resultados

obtenidos, en el area clinica.


http://es.wikipedia.org/wiki/Investigaci%C3%B3n

3.

HIPOTESIS

HIPOTESIS

Al ligar la arteria pulmonar izquierda, se detiene el flujo sanguineo al pulmon

izquierdo (isquemia) desencadenando la formacion de nuevos vasos a partir de la

pared costal izquierda para compensar el aporte sanguineo, entonces:

1)

Se desarrollara un proceso inflamatorio (toracotomia y ligadura de la arteria
pulmonar izquierda) que estimulara la actividad angiogénica tanto en la
pared costal izquierda como en el pulmoén izquierdo y sera menor en el
hemitérax derecho (pulmoén y pared costal) con lo que se observara un
incremento en la formacién de nuevos vasos, en las expresiones de VEGF
y CD-31 asi como en los niveles circulantes de IL-10.

Durante la fase aguda de la inflamacién, el incremento en las
concentraciones de IL-10 que es una interleucina anti-inflamatoria
provocara una disminucién en los niveles de |IL-6 con propiedades pro-
inflamatorias.

La isquemia, la inflamacién y la angiogénesis provocaran un decremento en

la distensibilidad.
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4.2

OBJETIVOS

OBJETIVOS

Objetivo general:

Implementar en el laboratorio, un modelo experimental de angiogénesis. Asi

mismo medir distensibilidad pulmonar.

Objetivos especificos:

Implementar un modelo experimental en rata de angiogénesis pulmonar

mediante la ligadura de la arteria pulmonar izquierda.

Evaluar la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y del antigeno CD-31 en tejido pulmonar y costal post- ligadura de

la arteria pulmonar izquierda.

Evaluar los niveles de interleucina 6 e interleucina 10 tanto en suero como
en el parénquima pulmonar en forma previa y posterior al desarrollo del

proceso angiogénico.

Evaluar la distensibilidad modificando los parametros ventilatorios de
presién y volumen en forma pre- y post- ligadura de la arteria pulmonar

izquierda.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Modelo Experimental

En este proyecto se utilizaron 30 ratas Wistar de cualquier sexo con un
peso alrededor de 300 gramos, no relacionadas entre si. 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.%3

5.1.1. Criterios de inclusién

Se incluyeron en el estudio, animales sin antecedentes de cualquier

enfermedad, sin patologia previa.
5.1.2. Criterios de exclusion y eliminacion

Se excluyeron y eliminaron del estudio los animales que presentaron

cualquier tipo de patologia.
5.2 Disefio Experimental
5.2.1. Grupos de Estudio
Los animales fueron divididos al azar en cinco grupos de estudio:

Grupo |, (Control n=6): Las ratas no fueron sometidos a ningun tipo de

intervencion quirurgica.

Grupo Il (8 dias post-LAPI n=6), Grupo Il (10 dias post-LAPI n=6), Grupo IV
(12 dias post-LAPI n=6) y Grupo V (15 dias post-LAPI n=6). Estos animales fueron
sometidos a una toracotomia izquierda y se ligd la arteria pulmonar izquierda

durante el periodo de tiempo establecido.
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5.2.2. Anestesiay Ventilacion

Todos los animales se prepararon con 12 horas de ayuno para solidos, 8
horas para liquidos y fueron anestesiados ketamina (0.24ml/100mg peso) y
xilacina (0.012ml/100mg peso) via intramuscular. Inmediatamente después, cada
una de las ratas se colocé sobre una tabla de cirugia en posicion supina, se intubé
con una sonda orotraqueal y se conectd a un ventilador (Viasys Respiratory Care,
AVEA™), manteniendo una frecuencia respiratoria de 90 resp/min. Se realizé
tricotomia y asepsia en la regidn de abordaje quirurgico (Figura 12) y se

registraron las mediciones basales de distensibilidad (Capitulo 5.3.1).

Figura 12. Animal colocado sobre la tabla de cirugia en posicion supina, intubado con una sonda
orotraqueal conectada al ventilador marca AVEA™.

Una vez concluidas las mediciones basales de la distensibilidad en los
animales del grupo control, se procedié a la eutanasia de estos animales para la

obtencién y procesamiento de muestras (Capitulo 5.2.3).

Inmediatamente después de obtener las mediciones basales de
distensibilidad, en los animales de los grupos II-V (LAPI), se realizd una
toracotomia izquierda a nivel del tercer espacio intercostal hasta abordar la
cavidad pleural. Se identificé la arteria pulmonar izquierda y se ligd con seda 6-0
en forma previa al cierre convencional del térax (Figura 13). Se procedié a
identificar cada una de las ratas con tinta indeleble, se colocaron dentro de su caja

se mantuvieron bajo condiciones de bioterio durante el periodo de estudio.
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A B

Figura 13 (A-B). A: Toracotomia a nivel del tercer espacio intercostal. B: Ligadura de la

arteria pulmonar izquierda.

Concluido el tiempo de re-estancia en el bioterio, las ratas de los grupos II,
I, IV y V se prepararon con 12 horas de ayuno para solidos y 8 horas para
liquidos, fueron anestesiados con una dosis de ketamina (0.24ml/100mg peso)
con xilacina (0.012ml/100mg peso) via intramuscular. Inmediatamente después,
cada una de las ratas se coloco sobre una tabla de cirugia en posicion supina, se
intubd con sonda orotraqueal y se conectdé a un ventilador (Viasys Respiratory
Care, AVEA™), manteniendo una frecuencia respiratoria de 90 resp/min. Se
realizd tricotomia y asepsia en la regién de abordaje quirdrgico (hemotérax
izquierdo) y se registraron las mediciones de distensibilidad (final) de forma previa
al fin de estudio (Capitulo 5.3). Una vez obtenido el registro de la distensibilidad
“final”, se procedié a la toma de muestras de sangre y tejidos pulmonar y costal
(Capitulo 5.2.3).

5.2.3 Obtencion y procesamiento de muestras

Concluido el registro de distensibilidad y antes de la eutanasia se obtuvo
una muestra de sangre del ventriculo izquierdo. Inmediatamente después, las
ratas fueron sometidas a eutanasia mediante una sobredosis de anestésico. Se

disecaron ambos pulmones y la pared costal.

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 2500 rpm, 4°C durante 15
minutos. Se separo el suero y se almacend a -35° C hasta el momento de realizar

las determinaciones de las interleucinas 6 y 10.
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Las muestras de tejido pulmonar y de pared costal se procesaron para
realizar las evaluaciones histolégicas, inmunohistoquimicas (VEGF y CD-31) y las

concentraciones de las interleucinas 6 y 10 mediante la técnica de ELISA.

Para la evaluacion histolégica e inmunohistoquimica se tomé un segmento
del pulmén derecho, un segmento del pulmoén izquierdo, un segmento de la pared
costal derecha y un segmento de la pared costal izquierda en formol al 10%,
manteniéndolas durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se
procesaron para su inclusién en bloques de parafina (Figura 14). Con ayuda de un
microtomo se obtuvieron cortes de 2um y 4um. Los cortes de 2um se montaron
sobre laminillas silanizadas que fueron utilizados para las determinaciones
inmunohistoquimicas de la expresion de VEGF y CD-31. Los cortes de 4um fueron
tefidos con hematoxilina-eosina y tricromica de Masson para realizar la evaluacion

histoldgica.

Una vez que se tomaron las biopsias de tejido pulmonar para la realizacién
de las evaluaciones inmunohistoquimica e histolégica, se tom6 una muestra de
pulmon derecho y otra de pulmon izquierdo de 200 mg cada una. Estas muestras
de tejido pulmonar, se lavaron con solucidn fisiolégica y posteriormente, se
homogeneizaron con ayuda de un Polytron (WERKE, IKA®) utilizando 300 pl de la
misma solucion. Los homogeneizados de pulmon derecho y de pulmon izquierdo
asi obtenidos fueron centrifugados a 2500 rpm durante 15 minutos manteniendo
una temperatura de 4°C (Beckman, Centrifuge GS-6R). Concluido el tiempo de
centrifugacion, se separ6 el sobrenadante que se mantuvo almacenado a -35°C

hasta el momento de realizar las determinaciones de las interleucinas 6 y 10.

Figura 14. Inclusién de tejido pulmonar y de pared costal en bloques de parafina.
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experimentales abordados en el estudio:
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Diagrama de flujo del disefio experimental.
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5.3 Evaluaciones
5.3.1 Distensibilidad pulmonar

Se obtuvo un registro de la distensibilidad pulmonar al inicio y antes de
finalizar el estudio de la siguiente manera: en forma inmediata posterior a la
intubacion orotraqueal y una vez que los animales fueron conectados al ventilador
con una fraccién inspirada de oxigeno (FiO2) del 21% y una presién inspiratoria
(Pl) de 14 cmH,0O, se registrd la distensibilidad, obtenido este registro, se
incrementd la presién inspiratoria a 16 cmH»0, se registrd la distensibilidad y
posteriormente se obtuvo un nuevo registro a 18 cmH,0O. Concluidos los tres
registros de distensibilidad (14, 16 y 18 cmH,O) con una FiO, del 21%, se
incrementd la FiO, al 100% y se ajustd una presion inspiratoria de 14 cmH0,
estas condiciones se mantuvieron durante 5 minutos, transcurrido este tiempo, se
pinzé la sonda orotraqueal durante 1 minuto (esto, indujo periodo de apnea en
donde la distensibilidad llego a cero) y se despinzo la sonda orotraqueal para
registrar la distensibilidad. Acto seguido, se registré la distensibilidad pulmonar
incrementando la presion inspiratoria a 14 cmH20, 16 cmH,O y 18 cmH,0. El
esquema de medicion de la distensibilidad bajo estos parametros se ilustra en la
Tabla 1.

Pardmetros para la obtencién de la distensibilidad al inicio y fin de estudio.

Inicio de . . FiOz=21 5min FiO2=100 %
= 0 = 0,
estudio Fi0:=21% | FiOz=21% % Fi02=100 % Fi0,=100 % Fi02=100 %
_ _ PI=14 cmH20
(térax f r:} _lef) f r:} _le?) PI=18 PI=14 cmH20 | PI=16 cmH20 | Pl=18 cmH20
cerrado) cmH20 + 1 min de apnea.
Fin de . . FiO2=21 5 min Fi0;=100 %
= 0 = 0,
estudio Fi0z=21% | FiOz=21% % Fi02=100 % Fi0,=100 % Fi02=100 %
_ _ PI= 14 cmH>0
(térax frIn_H]?) frIn_H][(;) PI= 14 PI=14cmH;0 | PI=16 cmH20 | PI=18 cmH;0
cerrado) 2 2 cmH»0 + 1 min de apnea.

Tabla 1. Esquema de registro para distensibilidad pulmonar.
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5.3.2 Determinacion inmunohistoquimica (VEGF y CD-31)

Se evalud la expresion del VEGF y de CD-31 en el pulmén derecho, en el
pulmén izquierdo, en la pared costal derecha y en la pared costal izquierda
mediante la técnica inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo (Rat VEGF
Antibody, R&D Systems, AF564 para la determinacion del VEGF y CD-31 Antibody
Rabbit Polyclonal, Abbiotec, 250590 para la determinacién de CD-31), el sistema
estreptavidina-biotina-peroxidasa, tincion con hematoxilina y contratincion con

aminoetilcarbazol de acuerdo con la siguiente técnica:

5.3.2.1 Preparacion del tejido

Los cortes de tejido se colocaron en canastillas y se incubaron durante 20
minutos dentro de una estufa (Técnica Cientifica, IC1437B2) mantenida a una
temperatura 56°C para desparafinar. Inmediatamente después el tejido se
rehidratdo y clarific6 ~mediante una inmersion seriada en xilol (Golden Bell
Reactivos, 09101363) (10 minutos), etanol absoluto (Golden Bell Reactivos,
09101363) (2 minutos), etanol al 90% (2 minutos), etanol al 70% (2 minutos), agua
(10 minutos) y TBST (Tris Buffered Saline Tween 20) (10 minutos).?* %

5.3.2.2 Exposicion y recuperacion del antigeno

Concluida la preparacion del tejido, las laminillas se colocaron en una caja
de Coplin sumergidas en una soluciéon amortiguadora de citratos (pH: 6.0). La
recuperacion del antigeno se realizé colocando la caja de Coplin en el horno de
microondas maximo nivel durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, la caja de
Coplin se retird6 del horno y se mantuvo a temperatura ambiente para su

enfriamiento. ?4%°

5.3.2.3 Eliminacion de la peroxidasa enddgena

Una vez alcanzada la temperatura ambiente, las laminillas se sometieron a
tres lavados seriados de cinco minutos con solucién TBST. Con ayuda de un
marcador (Mini Pap-Pen, Invitrogen) y con la finalidad de concentrar el area de

reaccion antigeno-anticuerpo se delimité el tejido pulmonar y costal.
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Las laminillas se escurrieron sobre papel absorbente, se colocaron dentro
de una camara de incubacion humeda mantenida a temperatura ambiente, se
adicionaron 100uL de una solucién de perdxido de hidrégeno al 3% y transcurridos
15 minutos se realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada uno con

solucién TBST. 2425

5.3.2.4 Bloqueo del pegado inespecifico / Primer anticuerpo

Las laminillas se escurrieron sobre papel absorbente y se adicionaron
100uL de suero bloqueador y después de una incubacion de 15 minutos a
temperatura ambiente, se realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada
uno con solucién TBST.?*2°

Las laminillas se escurrieron sobre papel absorbente y se adicionaron
100uL del primer anticuerpo (anti-VEGF y anti-CD-31 respectivamente, dilucion
1:100 en TBST) complementado con suero bloqueador. Las laminillas se

incubaron durante 24 horas a una temperatura de 4°C. 4%

5.3.2.5 Reaccidn streptavidina-biotina-peroxidasa

Transcurrido el tiempo de incubaciéon a 4°C se realizaron tres lavados
seriados de cinco minutos cada uno con solucién TBST. Las laminillas se
escurrieron sobre papel absorbente, se adicionaron 100uL del anticuerpo
“pbiotilinado” y después de 15 minutos de incubacidn a temperatura ambiente se
realizaron tres lavados seriados de cinco minutos cada uno con solucion TBST en
forma previa a la adicion de 100uL del conjugado streptavidina-biotina-peroxidasa.
Transcurridos 15 minutos se realizaron tres lavados seriados de cinco minutos
cada uno con solucion TBST y las laminillas se escurrieron sobre papel

absorbente. 242°

5.3.2.6 Visualizacion de la reaccion antigeno-anticuerpo
Se adicionaron 100uL de una solucion acuosa de amino-etil-carbazol diluido
en peroxido de hidrogeno y después de cinco minutos de incubacion a

temperatura ambiente las laminillas se enjuagaron en agua corriente en forma
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previa a la adiciébn de una gota de una solucién de hematoxilina. Después de
treinta segundos, las laminillas se enjuagaron con agua corriente en forma previa
a la incorporacion de 100uL de una solucién saturada de carbonato de litio y al

montaje en medio acuoso. 2%

5.3.3 Determinacion de las Interleucinas 6 y 10 mediante la técnica de ELISA
Para la determinacion de las concentraciones de las interleucinas 6 y 10 en

suero y en homogenizados de tejido pulmonar, se utilizé un Kit comercial (Human

IL-10 ELISA, Bioscience, BMS215/2 y Human IL-6 ELISA, Bioscience, BMS213/2)

y el método de Elisa. La técnica se realiz6 de la siguiente forma:
5.3.3.1 Preparacion de la curva estandar
IL-10

Se prepard una curva estandar incluyendo cada uno de los estandares por
duplicado. A partir de un estandar liofilizado con concentracion 400 pg/ml de IL-10
que se reconstituyd con agua destilada de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se prepararon los estandares de IL-10 con concentraciones de 200,
100, 50, 25, 12.5, 6.3 y 3.1 pg/ml. Se considerdé un par de pozos “blanco” que

nicamente contenian el buffer de ensayo (control negativo). (Figura 15).%°

IL-10 Estandar Transferir 100ul

reconstituido

\

51 52 S3 54 55 56 57
Descartar

200.0  100.0 50.0 25.0 125 6.3 3.1 100pl
pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml

Buffer de ensayo (1X)
100yl

Figura 15. Preparacion de la curva estandar de IL-10.

IL-6

Se prepard una curva estandar incluyendo cada uno de los estandares por

duplicado. A partir de un estandar liofilizado con concentracion 200 pg/ml de IL-6
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que se reconstituyd con agua destilada de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, se prepararon los estandares de IL-6 con concentraciones de 100, 50,
25, 12.5, 6.25, 3.13 y 1.56 pg/ml. Se consideré un par de pozos “blanco” que

Unicamente contenian el buffer de ensayo (control negativo). (Figura 16).%

Transferir 100pl

S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 Destartar

100.00 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 1.56 100pl
pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml  pg/ml pe/ml

Buffer de ensayo (1X)
100pl

IL-6 Estandar
reconstituido

N

Figura 16. Preparacion de la curva estandar de IL-6.

Muestras problema

Cada una de las muestras de suero y de homogeneizados de tejido
pulmonar (derecho e izquierdo) se incluyeron por duplicado en el ensayo de

ambas interleucinas.
5.3.3.2 Reaccién con biotina.

A todos los pozos (blanco, estandares y muestras) se les adiciono buffer de
ensayo Yy el conjugado de biotina. La placa se incub6 a una temperatura de 25°C
manteniendo una agitacion de 100 rpm durante 2 horas. Terminado el tiempo de
incubacion, se realizaron tres lavados seriados con el buffer de lavado.

Removiendo asi el anticuerpo y el conjugado de biotina no ligado.?®?’

5.3.3.3 Reaccion con streptavidina HRP. (Streptavidin horseradish

peroxidase)

Se afadieron 100ul de streptavidina HRP a todos los pozos. La placa se
incub6 a una temperatura de 25°C con agitacion de 200rpm durante 1 hora. Al
término de este tiempo se realizaron tres lavados seriados con buffer de lavado.

Removiendo la streptavidina HRP no unida.?®?’
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5.3.3.4 Visualizacion de la reaccion.

Después de los lavados, se colocd la solucion sustrato TMB (Tetrametil-
benzidina) y la placa se incub6 a una temperatura de 25°C durante 10 minutos sin
exposicion a la luz intensa, transcurrido el tiempo de incubacion, la reaccidn se
detuvo adicionando la “solucién stop”. La concentracion de ambas interleucinas
es directamente proporcional a la intensidad de la reaccion colorida. Finalmente,
las placas de ambas interleucinas fueron leidas a una absorbancia de 450nm y se

calcularon las concentraciones (Figura 17). %27

Figura 17. Placa de Elisa en el espectrofotdmetro, absorbancia a 450nm.

5.3.4 Evaluacion histolégica.

Utilizando un microscopio (OLYMPUS optical, CH30), se realizd una
evaluacion histolégica del tejido pulmonar (derecho e izquierdo) y de la pared
costal (derecha e izquierda). Esta evaluacion incluyd un registro de: a) formacion
de nuevos vasos, presencia de inflamacion, hemorragia, edema y fibrosis
utilizando las laminillas tedidas con hematoxilina-eosina y con tricromica de
Masson. Para evaluar estos parametros se establecié una escala subjetiva en
donde: 0 corresponde a una muestra de tejido pulmonar o de pared costal sin
alteraciones, 1 corresponde a una muestra con un ligero grado de alteraciones, 2
corresponde a una muestra con un grado moderado de trastornos y 3

corresponde a una muestra con un grave grado de alteraciones.
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Las laminillas de tejido pulmonar y de pared costal fueron sumergidas en
xilol durante 30 minutos, concluido este tiempo, los tejidos se rehidrataron
colocandolos durante 3 minutos en alcohol absoluto seguido de 3 minutos en
alcohol al 96% y de 3 minutos en alcohol al 70%. Se enjuagaron en agua destilada
y se procesaron para su tincion con henatoxilina-eosina y tricromica de Masson de

la siguiente manera?®:

Tincion Hematoxilina-Eosina: Las laminillas se colocaron en el colorante
hematoxilina de Harris durante 15 minutos, se lavaron con agua y se enjuagaron
con agua destilada. Inmediatamente después se sumergieron en una solucién
saturada de carbonato de litio hasta observar un cambio en el color del colorante,
se lavaron con agua corriente y agua destilada y se colocaron en eosina durante 2
minutos, se repitio el lavado con agua corriente y agua destilada vy se
deshidrataron los tejidos colocandolos de manera seriada en alcohol al 70%,
alcohol al 96% y finalmente en alcohol absoluto. Se aclaré el tejido con xilol y se

fijé con resina.?®

Tincion Tricrémica de Masson: Las laminillas se colocaron en el colorante
hematoxilina férrica durante 10 minutos, se lavaron con agua corriente y se
enjuagaron con agua destilada. Después se sumergieron en la solucion de
escarlata-fucsina acida durante 5 minutos, se lavaron con agua corriente y se
enjuagaron con agua destilada, inmediatamente después se les colocd acido
fosfomolibdico-fosfotungstico durante 15 minutos y después el colorante azul de
anilina durante 15 minutos, se repiti6 el lavado con agua corriente y agua
destilada, se les colocé acido acético al 1% para diferenciar y se deshidrataron los
tejidos colocandolos de manera seriada en alcohol al 70%, alcohol al 96% vy

finalmente en alcohol absoluto. Se aclaré con xilol y se fijé con resina.® %
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6. RESULTADOS
6.1 Distensibilidad pulmonar

Distensibilidad pulmonar basal con una fraccidon inspirada de oxigeno
al 21% (FiO,=21%).

Los resultados de distensibilidad expresada en (cmH0) basal promedio *
desviaciéon estandar obtenidos con una FiO, de 21% y una presion inspiratoria de
14 cmH,0 fueron 1.1129+0.02430 en el grupo control, 1.0950+£0.00707 en grupo
[I, 1.1100£0.14142 en grupo lll, 1.1000£0.01414 en grupo IV y 1.1000+0.14142
grupo V. Al incrementar la presion inspiratoria a 16 cmH0, la distensibilidad basal
promedio del grupo control fue 1.0871+0.01976 y 1.0950+0.06364 en grupo I,
1.1400+0.12728 en grupo I, 1.12004£0.01414 en grupo IV y 1.0500£0.07071 en
grupo V. Cuando se incrementd la presion inspiratoria a 18 cmH.0O, la
distensibilidad basal promedio del grupo control fue 1.1029+0.03147, mientras
que, 1.1250+0.04950 en grupo II, 1.1750£0.10607 en grupo 1, 1.1400+0.02828 en
grupo IV y 1.1050£0.06364 en grupo V. Estos resultados se muestran en la tabla 2

se ilustran en la grafica 2.

Distensibilidad pulmonar basal con una fraccion inspirada de oxigeno
al 100% (FiO,=100%) y presion inspiratoria de 14 cmH,O manteniendo 1
minuto de apnea.

Al aumentar la FiO, al 100% con una presién inspiratoria de 14 cmH0 los
animales fueron sometidos a un minuto de apnea obteniendo los siguientes
resultados de distensibilidad basal. 1.0386+0.11364 en grupo control,
0.8550+0.00707 en grupo Il, 0.7200+£0.01414 en grupo lll, 0.9550+0.00707 en
grupo IV y 0.8850+0.02121 en grupo V. Estos resultados se muestran en la tabla 2

y se ilustran en la grafica 3.
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Distensibilidad pulmonar basal con una fracciéon inspirada de oxigeno
al 100% (FiO,=100%).

Los resultados de distensibilidad basal promedio + desviacién estandar
obtenidos con una FiO, de 100% y una presion inspiratoria de 14 cmH,0 en el
grupo control fue 1.1600+£0.03830, 1.1150+£0.10607 en grupo I, 1.0200+0.05657
en grupo lll, 1.0900+0.01414 en grupo IV y 1.1000£0.15556 en grupo V. Al
incrementar la presion inspiratoria a 16 cmH,0, la distensibilidad basal promedio
en el grupo control fue 1.0657+0.03409, 1.0000+0.09899 en grupo |II,
1.03504£0.06364 en grupo lll, 1.0950+£0.00707 en grupo IV y 1.0300+0.01414 en
grupo V. Cuando se incrementé de nuevo la presion inspiratoria a 18 cmH-0, la
distensibilidad basal promedio en el grupo control fue 1.1200+0.08246,
1.0100£0.11314 en grupo Il, 1.0300+0.07071 en grupo Ill, 1.0950+£0.00707 en
grupo IV y 1.0300£0.04243 en grupo V. Estos resultados se muestran en la tabla 2

y se ilustran en la grafica 4.

Distensibilidad pulmonar al final del estudio correspondientes al grupo
con ligadura de la arteria pulmonar izquierda, con una fraccién inspirada de
oxigeno al 21% (FiO,=21%).

Los resultados de distensibilidad (cmH,0) promedio + desviacidén estandar
obtenidos al finalizar el estudio, con una FiO, de 21% y una presion inspiratoria de
14 cmH,O fueron 1.0500£0.04243 en grupo Il, 1.0800£0.01414 en grupo llI,
1.0850+£0.00707 en grupo IV y 1.1450+£0.04950 en grupo V. Al incrementar la
presion inspiratoria a 16 cmH,O, la distensibilidad final promedio fue
0.97504£0.02121 en grupo Il, 1.0750+0.03536 en grupo Ill, 1.0900+0.04243 en
grupo IV y 1.1200+0.02828 V. Cuando se incrementé la presion inspiratoria a 18
cmH20, la distensibilidad final promedio fue 0.9900+0.01414 en grupo I,
1.1050+0.03536 en grupo Ill, 1.1100+£0.05657 en grupo IV y 1.1400+£0.02828 en
grupo V. Estos resultados se muestran en la tabla 2 y se ilustran en la grafica 2.
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Distensibilidad pulmonar final correspondientes al grupo con ligadura
de la arteria pulmonar izquierda, con una fraccién inspirada de oxigeno al
100% (FiO,=100%) y presion inspiratoria de 14 cmH,O manteniendo 1 minuto
de apnea.

Al aumentar la FiO; al 100% con una presién inspiratoria de 14 cmH,0 los
animales fueron sometidos a un minuto de apnea obteniendo los siguientes
resultados de distensibilidad final: 0.8950+0.00707 en grupo I, 0.9350+0.07778 en
grupo Ill, 0.8400+£0.22627 en grupo IV y 1.0550£0.09192 en grupo V. Estos

resultados se muestran en la tabla 2 y en la grafica 3.

Distensibilidad pulmonar final con una fraccion inspirada de oxigeno
al 100% (FiO,=100%).

Los resultados de distensibilidad final promedio * desviacién estandar
obtenidos con una FiO; del 100% y una presion inspiratoria de 14 cmH,O fueron
1.0350+0.09192 en grupo II, 1.1400+0.04243 en grupo Ill, 1.0500+0.01414 en
grupo IV y 1.1250+0.00707 en grupo V. Al incrementar la presion inspiratoria a 16
cmHO, la distensibilidad final promedio fue 0.9550+0.04950 en grupo |,
1.0750£0.06364 en grupo I, 1.0300+0.02828 en grupo IV y 1.0850+£0.02121 en
grupo V. Cuando se incrementd la presion inspiratoria a 18 cmH0, la
distensibilidad final promedio fue 0.9700+0.01414 en grupo II, 1.1350+£0.00707 en
grupo I, 1.0500£0.04243 en grupo IV y 1.1300£0.02828 en grupo V. Estos

resultados se muestran en la tabla 2 y se ilustran en la grafica 4.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se
compararon los promedios de distensibilidad basal entre los grupos de estudio
(grupo | vs grupos |I-V) y tampoco en la distensibilidad final entre los grupos
(Kruskal-Wallis: p>0.05).

Al realizar la comparacion entre los promedios de las distensibilidades
inicial y final, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los

grupos de estudio (grupo II-V) (U de Mann-Whitney: p>0.05).
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100%

FiO, 21% 100%

+ 1 min apnea
Pl
14 16 18 14 14 16 18

(cmH20)

8 dias pre-LAPI
1.0950+0.00707 | 1.0950+0.06364 | 1.1250+0.04950 | 0.8550+0.00707 | 1.1150+0.10607 | 1.0000+0.09899 | 1.0100+0.11314

8 dias postLAPI | 4 150010.04243 | 0.9750£0.02121 | 0.9900£0.01414 | 0.895040.00707 | 1.0350£0.09192 | 0.955040.04950 | 0.9700£0.01414

10 dias pre-LAPI

1.1100+0.14142

1.1400+0.12728

1.1750+0.10607

0.7200+0.01414

1.0200+0.05657

1.0350+0.06364

1.0300+0.07071

10 dias post-LAPI

1.0800+0.01414

1.0750+0.03536

1.1050+0.03536

0.9350+0.07778

1.1400+0.04243

1.0750+0.06364

1.1350+0.00707

12 dias pre-LAPI

1.1000+£0.01414

1.1200+£0.01414

1.1400+0.02828

0.9550+0.00707

1.0900+0.01414

1.0950+0.00707

1.0950+0.00707

12 dias post-LAPI

1.0850+0.00707

1.0900+0.04243

1.1100+0.05657

0.8400+0.22627

1.0500+0.01414

1.0300+0.02828

1.0500+0.04243

15 dias pre-LAPI

1.1000+0.14142

1.0500+0.07071

1.1050+0.06364

0.8850+0.02121

1.1000+0.15556

1.0300+£0.01414

1.0300+0.04243

15 dias post-LAPI

1.1450+0.04950

1.1200+0.02828

1.1400+0.02828

1.0550+0.09192

1.1250+0.00707

1.0850+0.02121

1.1300+0.02828

Control

1.1129+0.02430

1.0871+0.01976

1.1029+0.03147

1.0386+0.11364

1.1600+0.03830

1.0657+0.03409

1.1200+0.08246

Tabla 2. Distensibilidad promedio * desviacion estandar basal y final en el grupo control y en el
grupo con ligadura de la API con base en el numero de dias post-ligadura (Kruskal-Wallis y U de
Mann-Whitney: p>0.05).

Distensibilidad, FiO,=21%
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M 8 dias post-LAPI
m 10 dias pre-LAPI
M 10 dias post-LAPI
m 12 dias pre-LAPI
M 12 dias post-LAPI
15 dias pre-LAPI
15 dias post-LAPI

Control

Grafica 2. Distensibilidad basal y final del grupo control y del grupo con ligadura de la API con una
FiO,=21% vy diferentes presiones inspiratorias.
(Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney: p>0.05).
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Gréafica 3. Distensibilidad basal y final del grupo control y del grupo con ligadura de la API con una
FiO,=100%, presion inspiratoria de 14 cmH,O con un minuto de apnea. (Kruskal-Wallis y U de

Mann-Whitney: p>0.05).
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M 8 dias pre-LAPI

M 8 dias post-LAPI
m 10 dias pre-LAPI
M 10 dias post-LAPI
W 12 dias pre-LAPI
m 12 dias post-LAPI
15 dias pre-LAPI
m 15 dias post-LAPI

Control

Grafica 4. Distensibilidad basal y final del grupo control y del grupo con ligadura de la API con una

FiO,=100% vy diferentes presiones inspiratorias.
(Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney: p>0.05).
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6.2 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

No se observo expresion del VEGF en ninguna de las muestras de pulmén
(derecho e izquierdo) y de pared costal (derecha e izquierda) del grupo control

(Grupo ).

Tampoco en las muestras de pulmon derecho y de pared costal derecha del
grupo de animales a los que se les ligd la arteria pulmonar izquierda (Grupos I, lll,
IV y V) ni en las muestras de pulmén izquierdo y de pared costal izquierda
obtenidas en el grupo Il (8 dias post-LAPI). La expresion del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) ocurri6é a partir del grupo Il (10 dias post-LAPI) y
unicamente se observo en las muestras de tejido pulmonar y de pared costal
correspondientes al hemitérax izquierdo (ANDEVA: p<0.001). Por lo tanto, este
nivel de significancia, nos indica que la expresion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) depende del tiempo de la ligadura de la arteria
pulmonar. En la figura 18 se ilustra la expresion positiva del VEGF (tincion marrén)
en el pulmon izquierdo y en la pared costal izquierda del grupo de las ratas a las
que se les ligo la arteria pulmonar izquierda y el control negativo utilizado en cada

uno de los ensayos en ambos tejidos.
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Figura 18 (A-D) Tincién con hematoxilina-contratincion con aminoetilcarbazol. Expresiéon del VEGF
en tejido pulmonar y de la pared costal. A: Tejido pulmonar sin expresion del VEGF (control
negativo y muestras de pulmon derecho e izquierdo del grupo control, muestras de pulmoén

derecho e izquierdo del grupo Il). B: Expresion positiva del VEGF en pulmén Izquierdo de los
grupos llI-V. C: Pared costal sin expresién del VEGF (control negativo y muestras de pared costal

derecha e izquierda del grupo control, muestras de pared costal derecha e izquierda del grupo II).

D: Expresion positiva del VEGF en la pared costal izquierda de los grupos IlI-V (a partir del dia 10).

Fotos A, B, y C (10x), D (40x).

6.3. Molécula de adhesion celular al endotelio plaguetario. (PECAM-1 o
CD-31).

No se observo expresion de CD-31 en ninguna de las muestras de pulmon
(derecho e izquierdo) y de pared costal (derecha e izquierda) del grupo control
(Grupo ).

Tampoco en las muestras de pulmon derecho y de pared costal derecha del
grupo de animales a los que se les ligd la arteria pulmonar izquierda (Grupo 11-V)
ni en las muestras de pulmon izquierdo y de pared costal izquierda obtenida en el
grupo Il. La expresion de CD-31 ocurrié a partir del grupo lll y Unicamente se

observo en las muestras de tejido pulmonar y de pared costal correspondientes al
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hemitérax izquierdo (ANDEVA: p<0.001). Por lo tanto, este nivel de significancia,
nos indica que la expresion de CD-31 depende del tiempo de la ligadura de la
arteria pulmonar. En la figura 19 se ilustra la expresion positiva de CD-31 (tincion
marron) en la pared costal izquierda del grupo de ratas a las que se les ligo la
arteria pulmonar izquierda y en la figura 20 se observa la expresidén positiva
(tincion marron) en el pulmoén izquierdo de los animales con la arteria pulmonar

ligada.

Figura 19. (a-d) Tincién con hematoxilina-contratincion con aminoetilcarbazol. Expresién de CD-31
en pared costal. a, b: Expresion positiva de CD-31 en pared costal izquierda de los grupos IlI-V. c,
d: Pared costal sin expresion de CD-31 (control negativo y muestras de pared costal derecha e
izquierda del grupo control, muestras de pared costal derecha e izquierda de grupo Il). Fotos ¢
(10x); a, b y d (40x).
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Figura 20. (a-d) Tincién con hematoxilina-contratincion con aminoetilcarbazol. Expresion de CD-31
en tejido pulmonar. a, b: Expresion positiva de CD-31 en el pulmén izquierdo de los grupos llI-V. c,
d:Tejido pulmonar sin expresion de CD-31 (control negativo y muestras de pulmon derecho e
izquierdo del grupo control, muestras de pulmoén derecho e izquierdo del grupo Il. Fotos a, ¢ (10x) y
b, d (40x).

6.4. Interleucina 6 e Interleucina 10

Los resultados de la concentracion promedio de IL-6 en suero (pg/ml)
desviacion estandar obtenidos en el grupo control (grupo I) fue de 0.133+0.01 y en
los homogeneizados de tejido pulmonar fueron 5.05+3.12 en el pulmén derecho y
9.18+1.86 en el pulmodn izquierdo.

Los resultados de la concentracion promedio de IL-6 en suero + desviacion
estandar después de 8 a 10 dias post ligadura de la arteria (grupos Il y Ill) fue
0.017+0.01, y en los homogeneizados de tejido pulmonar fue 4.12+1.95 en el
pulmén derecho y 9.03+3.60 en el pulmdn izquierdo, mientras que después de 12
a 15 post-LAPI (grupos IV y V) fueron: 0.005+0.01 en suero, 7.06£3.21 en el
homogeneizado de pulmdn derecho y 3.28+1.39 en el homogeneizado de pulmoén
izquierdo. Estos resultados se muestran en la tabla 3 y se ilustran en la grafica 5.
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Niveles de IL-6 (pg/ml)

Suero Pulmén derecho  Pulmén izquierdo
Control 0.133+0.01 5.05£3.12 9.18+1.86
8-10 dias 0.017+0.01 4.12+1.95 9.03+3.60
12-15 dias 0.005+0.01 7.06+3.21 3.28+1.39*

Tabla 3. Concentracidon promedio de IL-6 + DE en suero y en los homogeneizados de pulmén
derecho y de pulmén izquierdo (ANDEVA: p<0.001).

En cuanto a la concentracion promedio de IL-10 (pg/ml) £ desviacion
estandar obtenida en el grupo control (grupo |) fueron de: 37.61+£0.57 en suero,
66.93£17.16 en pulmén derecho y 88.57+7.70 en pulmon izquierdo. Los resultados
de la concentracion promedio de IL-10 £ desviacion estandar en los 8-10 dias post
ligadura de la arteria (grupos Il y Ill) fueron de: 40.12+19.19 en suero, 69.55+9.02
en pulmoén derecho y 104.20+18.04 en pulmon izquierdo, mientras que en los dias
12-15 post-LAPI (grupos IV y V) fueron de: 36.92+0.05 en suero, 85.10+2.41 en
pulmon derecho y 69.08+£10.52 en pulmén izquierdo. Estos resultados se muestran

en la tabla 4 y en la grafica 5.

Niveles de IL-10 (pg/ml)

Suero Pulmén derecho  Pulmén izquierdo
Control 37.61+0.57 66.93+£17.16 88.57+7.70
8-10 dias 40.12+19.19 69.5519.02 104.20+£18.04*
12-15 dias 36.92+0.05 85.10+2.41 69.08+10.52

Tabla 4. Concentracién promedio de IL-10 + DE obtenido en suero, pulmén derecho y pulmén
izquierdo (ANDEVA: p<0.001).

En los cinco grupos de estudio, los niveles de interleucina-6 e interleucina-
10 detectados en las muestras de suero fueron significativamente menores a los
encontrados en las muestras de homogeneizados de tejido pulmonar (derecho e
izquierdo) (ANDEVA: p<0.001). La concentracion de interleucina-10 fue
significativamente mayor en las muestras de homogeneizado de pulmén izquierdo
en los dias 8-10 post-ligadura de la API (grupos Il y lll) que la concentracion
detectada en los dias 12-15 post-ligadura API (grupos IV y V) (ANDEVA + Tukey:
p<0.02) y que la concentracion encontrada en los pulmones izquierdos y derechos
de los grupos control. La concentracion de esta interleucina detectada en suero y
en tejido pulmonar (derecho e izquierdo), en los cinco grupos de estudio, fue

significativamente mayor que la concentracién de interleucina-6 detectada en
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suero y en tejido pulmonar (derecho e izquierdo) (ANDEVA: p<0.001).
Contrariamente al comportamiento de la IL-10, la concentracion de interleucina-6
en el tejido pulmonar izquierdo disminuyd significativamente en los dias 12-15
post-pinzamiento de la API (grupos IV y V) (ANDEVA + Tukey: p< 0.05).

Grafica 5. Concentracion promedio de IL-6 e IL-10 en suero y en homogeneizados de tejido
pulmonar (derecho e izquierdo).

6.5. Evaluacion histolégica

La formacion de nuevos vasos, la presencia de inflamaciéon, hemorragia,
fibrosis y reaccion fibroblastica en la pared costal izquierda de los grupos de
animales a los que se les ligd la arteria pulmonar izquierda fue significativamente
mayor que los hallazgos histolégicos en la pared costal derecha de las ratas de
estos mismos grupos y que los encontrados en las pared costal derecha e
izquierda de los animales de los grupos control (Kruskas-Wallis: p<0.001). Estos

resultados se ilustran en la figura 21.
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Figura 21. Hallazgos histologicos en la pared costal. A) Formacion de nuevos vasos sanguineos en
PCI post-LAPI (tricomica de Masson 10x). B) Formacion de nuevos vasos sanguineos en PCI post-
LAPI (H&E 10x). C) Arteriolas engrosadas debido a la inflamacién cronica en PCI post-LAPI (H&E
10x). D) Inflamacion y fibrosis en PCI post-LAPI (tricomica de Masson 10x). E) Fibrosis en PCI
post-LAPI (tricomica de Masson 10x). F) Hemorragia en PCI post-LAPI (tricomica de Masson 10x).
G) Pared costal grupo control, no se observan cambios en la estructura (H&E 10x). H) Pared costal
derecha grupos con API ligada, no se observan cambios en la estructura (tricomica de Masson

10x).
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Los hallazgos histologicos encontrados en los pulmones como la formacion
de nuevos vasos, la presencia de inflamacion, hemorragia, fibrosis y reaccion
fibroblastica de los grupos de animales a los que se les pinzé la arteria pulmonar
izquierda fue significativamente mayor que los hallazgos en el pulmén derecho de
las ratas de éstos grupos y que los encontrados en el pulmén derecho e izquierdo
de los animales del grupo control (Kruskas-Wallis: p<0.001). Estos resultados se

ilustran en la figura 22.

Figura 22. (A-D) Pulmén izquierdo grupo con ligadura de APl donde se observan vasos de
noeformacion, inflamacién y hemorragia (H&E, 10x). (E-F) Pulmones grupo control y derecho de
los grupos con ligadura de APl donde no se observan cambios en la estructura (E: H&E 10x, F:
H&E 40x).
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7. DISCUSION DE RESULTADOS.

El objetivo de este trabajo de tesis radico en implementar un modelo de
angiogénesis extrapulmonar en ratas a partir de la ligadura de la arteria pulmonar
izquierda, provocar obstruccién del flujo sanguineo y estimular la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de la pared costal izquierda como un
mecanismo compensatorio de la isquemia, evaluando el proceso angiogénico
durante diferentes dias (contados a partir del ligamiento de la arteria pulmonar) en
muestras de tejido pulmonar y de pared costal mediante histologia y a través de la
expresion inmunohistoquimica de VEGF y CD-31 asi como determinar los niveles
de IL-6 e IL-10 en suero y homogeneizado de tejido pulmonar y de evaluar los
cambios en la distensibilidad bajo diferentes condiciones de presion y volumen;
proponiendo como hipotesis, que si al ligar la arteria pulmonar izquierda, se
detiene el flujo sanguineo hacia el pulmén izquierdo y la isquemia y el traumatismo
desencadenan la formacion de nuevos vasos a partir de la pared costal izquierda
para compensar el aporte sanguineo entonces se desarrollara un proceso
inflamatorio que estimulara la actividad angiogénica tanto en la pared costal
izquierda como en el pulmén izquierdo y serd menor o nula en el hemitérax
derecho (pulmén y pared costal) con lo que se observara un incremento en la
formacion de nuevos vasos, en las expresiones de VEGF y CD-31 asi como en los
niveles circulantes de IL-10, interleucina anti-inflamatoria que provocara una
disminucién en los niveles de IL-6 de caracter pro-inflamatorio con lo que se
espera que los procesos isquémico, inflamatorio y angiogénico provocaran un
decremento en la distensibilidad pulmonar.

El término angiogénesis, se refiere al proceso que conduce a la formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de la vasculatura pre-existente y esta
favorecido por la presencia de reacciones inflamatorias en los tejidos. La
angiogénesis es esencial en numerosas patologias como el cancer por ejemplo,
en la que es necesario, inhibir la formacion de nuevos vasos que se generan a
partir de los tumores mediante interacciones células cancerosas + células

endoteliales + factores del crecimiento + mediadores proangiogénicos. La
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angiogénesis, demanda amplia investigaciéon en diferentes campos que involucran
el desarrollo de modelos experimentales en los que sea posible, una vez que el
modelo sea reproducible, evaluar la participacion de diferentes mediadores y la
eficacia de medicamentos con la finalidad de aplicar los resultados obtenidos, en
la fase clinica. Es importante mencionar que el pulmén es un 6rgano muy
vascularizado que esta involucrado, a través del gasto cardiaco, directamente con
el proceso metastatico.

Con respecto al pulmén esta bien establecido que diferentes alteraciones
como fibrosis, asma y tromboembolia, se caracterizan por inflamacién vascular
cronica, angiogenesis, remodelacion de la vasculatura sistémica y dafio vascular
que generan en conjunto, un incremento en la expresién y niveles de factores de
crecimiento, moléculas de adhesion y citocinas capaces de actuar sobre las
células que participan en la remodelacion vascular (inflamatorias, endoteliales y de
musculo liso asi como en la matriz extracelular) y que la isquemia pulmonar
resultante de una tromboembolia u otras formas de obstruccion de la arteria
pulmonar favorece la proliferacion de la circulacion sistémica dentro y alrededor

del pulmon.

Los disefios experimentales en los que se liga la arteria pulmonar izquierda
para provocar obstruccion e isquemia, constituyen un modelo unico de obstruccion
pulmonar crénica con la subsecuente generacidén del proceso angiogénico, lo que
permite investigar mecanismos de neovascularizacién. Diferentes estudios en
roedores demuestran que cuando se mantiene ligada la arteria pulmonar, se
genera un proceso inflamatorio en el que participan diferentes citocinas
acompafado de alteraciones en la distensibilidad y angiogénesis intra vy
extrapulmonar a partir de las arterias intercostales. Utilizando un modelo
experimental en ovejas, Nirmal y col., evaluaron la angiogénesis en el sistema
circulatorio bronquial después de la obstruccion de la arteria pulmonar. Después
de ligar la arteria pulmonar izquierda, en los animales recién nacidos, observaron
un incremento en el flujo sanguineo bronquial a las tres semanas post-ligadura de
la arteria y tres afios después del procedimiento, la angiogénesis fue capaz de

realizar las funciones de intercambio gaseoso. *
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Mitzner W. y col. observaron que al ligar la arteria pulmonar izquierda en
ratones se crea un modelo angiogénico en donde los vasos sanguineos que
ingresan al pulmén se desarrollan entre las pleura visceral y parietal y estan
suministrados por diversas arterias intercostales a partir del dia 5-6 post-ligadura
de la arteria pulmonar izquierda. Este modelo de angiogénesis se produce en
ausencia de cualquier estimulo hipoxico e imita a la fuente vascular de muchos
tumores de pulmoén.®

En este trabajo, se implementé el modelo experimental de angiogénesis
intra y extrapulmonar en ratas provocando una obstruccién del flujo sanguineo al

ligar la arteria pulmonar izquierda.

Inmediatamente después de ligar la arteria pulmonar, las ratas se
mantuvieron bajo condiciones de bioterio durante un periodo de tiempo que fluctuo
entre 8 y 15 dias, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
los registros de distensibilidad basal (antes de ligar la API) vy distensibilidad final
(después de ligar la API) ni con respecto al grupo control, aun considerando el
numero dias con pinzamiento de la arteria pulmonar izquierda (Kruskal-Wallis, U
de Mann-Whitney: p>0.05). Fields MJ. y col. investigaron como la isquemia
pulmonar después de la ligadura de la arteria pulmonar izquierda podia alterar las
propiedades mecanicas y morfologicas del pulmén, utilizando un modelo
angiogeénico de ratén, encontrando que la distensibilidad disminuye al tercer dia
después de la ligadura de la arteria pulmonar y resolviéndose al dia 14, ademas

de no observar cambios en la morfologia del pulmén.*®

En los cinco grupos de estudio, los niveles de interleucina-6 e interleucina-
10 detectados en las muestras de suero fueron significativamente menores a los
encontrados en las muestras de homogeneizados de tejido pulmonar (ANDEVA:
p<0.001).

En el pulmén izquierdo del grupo Il y Il (8 y 10 dias post-LAPI
respectivamente), la concentracion de interleucina-10 fue significativamente mayor
que la concentracion detectada en los grupos IVy V (12 y 15 post-LAPI) y que en

el grupo control (ANDEVA + Tukey: p<0.02). En suero y en el tejido pulmonar (sin
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importar si correspondia al pulmén derecho o al pulmén izquierdo), la
concentracion de interleucina-10 en ambos grupos de estudio fue
significativamente mayor que la concentracién de interleucina-6 (ANDEVA:
p<0.001), contrariamente al comportamiento de esta citocina y unicamente en el
grupo de animales con pinzamiento de la arteria pulmonar, la concentracion de
interleucina-6 en el pulmon izquierdo disminuyo significativamente en los grupos
IVyV (12 y 15 dias post-L API) (ANDEVA + Tukey: p< 0.05). Wagner EM. y col.
ligaron la arteria pulmonar izquierda de ratones y cuantificaron los niveles de IL-6
en homogeneizados de tejido pulmonar derecho (sin ligadura de la arteria) e
izquierdo encontrando que entre 4 y 24 horas después de la ligadura, ocurre un

incremento significativo en la concentracién de IL-6 en el pulmon izquierdo 3

Tanto la expresion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
como la de CD-31 ocurrio a partir del grupo Il (10 dias post-LAPI) y solamente se
observo en las muestras de tejido pulmonar y de pared costal correspondientes al
hemitérax izquierdo (ANDEVA: p<0.001).

En la evaluaciéon histolégica, los resultados indican que la formacion de
nuevos vasos, la presencia de inflamacion, hemorragia, fibrosis y reaccion
fibroblastica en la pared costal izquierda de los grupos de animales a los que se
les pinzé la arteria pulmonar izquierda fue significativamente mayor que los
hallazgos histolégicos en la pared costal derecha de las ratas de estos mismos
grupos y que los encontrados en las pared costal derecha e izquierda de los

animales del grupo control (Kruskas-Wallis: p<0.001).



CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales establecidas en este proyecto y con

base en los resultados obtenidos:

1.- Se implement6é un modelo angiogénico experimental en ratas al ligar la arteria

pulmonar izquierda,

2.- La obstruccion de la arteria pulmonar izquierda provocod isquemia e
inflamacion, lo que generd la formacién de nuevos vasos en el pulmoén izquierdo a
partir de la pared costal izquierda y del dia 10 post-ligadura de la arteria pulmonar,
estos procesos se evidenciaron mediante histologia, a través de la formacion de
nuevos vasos y mediante la expresion inmunohistoquimica del factor de
crecimiento del endotelio vascular y de CD-31 pero no ocurrido lo mismo en el

hemitérax derecho,

3.- En el grupo de animales a los que se les ligd la arteria pulmonar izquierda se
observo un incremento significativo en los niveles de IL-10 en el pulmén izquierdo
entre 8 y 10 dias post-pinzamiento de la arteria seguida de una disminucion
estadisticamente significativa de los niveles de IL-6 en los dias 12-15 post-

pinzamiento,

4.- Contrariamente a la hipétesis planteada, la distensibilidad se mantuvo sin
cambios entre los grupos de estudio sin importar el numero de dias que
transcurrieron después de ligar la arteria pulmonar izquierda. Esto se debe a que

la distensibilidad se restablece por efecto de la nueva vasculatura,

5.- Este modelo, permitira evaluar todo tipo de investigaciones relacionadas con
un incremento, disminucién o inhibicién del proceso angiogénico en diferentes

patologias pulmonares.
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Con base en los resultados reportados por diferentes autores'®, asi como los
obtenidos en este proyecto no se encontraron diferencias significativas en cuanto
a la distensibilidad, por lo tanto, se sugiere que en futuros experimentos se
reduzcan los periodos de tiempo del estudio, para este modelo en particular, y de

este modo evaluar los cambios en la distensibilidad.

Es necesario también ampliar periodos de tiempo de la ligadura de la arteria
pulmonar, para evaluar hasta cuanto tiempo después se sigue dando la expresion

de VEGF y CD-31, y por tanto la formacion de nuevos vasos sanguineos.

Una vez que se profundice en el estudio de la angiogénesis en este modelo, se
podra evaluar la participacion de diferentes mediadores para suprimir éste proceso

y evitar la metastasis en caso de cancer.
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