VIO MUV AUTORON

<A

Al "“ﬁw

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS “ISMAEL
COSIO VILLEGAS”

EFECTOS DE MODULADORES DE LA CICATRIZACION SOBRE LA
EXPRESION DE LA SUBUNIDAD ALFA DEL FACTOR INDUCIDO POR HIPOXIA
(HIF-1 ALFA) Y EL FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR
(VEGF) EN LA CICATRIZACION BRONQUIAL, EN UN MODELO
EXPERIMENTAL DE TRASPLANTE PULMONAR MODIFICADO.

TESIS
PARA OBTENER EL DIPLOMA DE ESPECIALISTA EN:

CIRUGIA CARDIOTORACICA

PRESENTA:
DRA. ADRIANA SIMONETA PIMIENTA IBARRA

DIRECTOR DE TESIS:

DR. JOSE MORALES GOMEZ

ASESORES:
M EN C J RAUL OLMOS ZUNIGA
% INER M EN C MARIANA SILVA MARTINEZ
INSTITUTO NACIONAL

DE ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS

Ciudad de México, septiembre de 2023



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AUTORIZACIONES

Dr. Juan Carlos Vazquez Garcia
Director de Ensefianza
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”

Dra. Maria del Carmen Cano Salas
Subdirectora de Ensefianza
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”

Dra. Dayanna Lorelly Alvarez Monter
Jefa del departamento de Formacion de Posgrado
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”

Dra. Francina Valezka Bolafios Morales
Profesor titular del Curso de Cirugia Cardiotoracica
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”

Dr. José Morales GOmez
Director de Tesis
Profesor colaborador del Curso de Cirugia Cardiotoracica
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”

Dra. Adriana Simoneta Pimienta Ibarra
Tesista
Residente de Cirugia de Torax del Instituto Nacional de EnfermedadesRespiratorias
“Ismael Cosio Villegas”



indice

AUTORIZACIONES .......eeeeeeteeeeeeeriiteiseirissnsseseessssstessessnssessnssssssssssssnssnssnssnssssssssssssnssnns 2
RESUMIEN ......ccuvuuieiieiieiieeiieiieiiasiniiasississsssssessssssssssssssssssasssssssssssssssssssssassnssnssssssssssssnssnnss 6
PAIABIAS CIAVE ......c..eeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeieeeinieseeeseesessnsssssssssessssnsssssassssassesnsssssassssnnsnsnnnns 7
INTRODUCCION .......coeeeeeeereesererrssesessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssnsns 8
1. MARCO TEORICO .......eeeeveeereeereeresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssenes 9
1.1 Trasplante PUIMONAr ......ccuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e rrrasseserassessesasssssesssssssenssssssens 9
1.1.1 Tipos de Trasplante PUIMONAT .......coiiiiiiiiii ettt et st st saeeearee s 9

1.1.2 Complicaciones del trasplante PUIMONAT ......c.cooiiiiiirierieeeee e e 10

Wy 2N ol Tor=Y {47 - 1o Lo ] o J P 11
1.2.1 Hemostasia € iNFlamacion ..........occuuiiiiiiececccee ettt ettt e e et e e e tae e e are e e e baeeennes 12

1.2.2 PrOlifEIACION ...veeeiiie ettt ettt e it e e e et e e e bt e e e e atee e eabaeeeabaeeesaaeesabeeeentaeeesaeeeaabeaaantaeeannes 14

1.2.3 Fase de Maduracion y remodelacion ...........coocueiiiiiee ettt et e et e e e e e teeeeanes 16

1.3 NeEOVaSCUIAriZACION....ccuiieiieiiireniireeiereaiereaereneeeranernaserensessnsesensessnsssrnssesnnsesensssensesansans 16
1.3.1 Factor 1 inducido por hipoXia (HIF-1)......ccccieiiieriiiiierie et ste et eteesaee e e s aeereesaveenreesnnas 17

1.3.2 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) .....cccueiecieriiiieeciee s e e 19

O N oo Y gV 2 T (o] oW o -1 {0 Lo -4 or- TSP 21
1.4.1 Cicatrices fibroticas. .....ccceieeiiieiiiiicriiiir et reeerraeseneesenssesnssesnnsesensesensesannans 21
1.4.2 Cicatrices deficientes o con retrasos en la cicatrizacion..........ccceeerrveeeeiirieeccrrenecienenann. 22
1.5 Cicatrizacion bronquial postrasplante.......cc.ccoieeeuiiiiieeiiiiieniiiircce e reeeee e eeeasesssennnes 22
1.5.1 Tratamientos de las complicaciones bronqQuUIales ..........cccuveeeiieciiiiee e e e 23

1.6 Moduladores de 1a cicatrizacion ........ccccoiieeiiiiieeiiiiieciiirere e reeeee s renese s s renesesssenanes 23

IO S A S T =T 0 1T Fo T I o 2 o = USROS 24

1.6.2 Colagena polivinil-pirrolidona (CPVP) .....ccuuie ettt ete e e te e e et e e e sae s e enaeeesataeeennes 24

2. JUSTIFICACION ......ueeeeeeeereeeereesseeessssuesssssussssssssssssssssssssessssssesssssssssssssssssssesssssssssssnne 25
3. PREGUNTA DE INVESTIGACION ......uvveeeeeceeeeerevesseveesesssueresssssssssssssssssssessssssssssssas 26
B. HIPOTESIS ......coveueevrreereersssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssensasssssssssssssssssssssnsassnssses 26



L0 - X I LV 26

5.1 ODbjetivo eNeral ....... ittt re e e s e rn e e s e s ne s s e s nnsessesnasasaennnnanns 26
5.2 Objetivos @SPeCifiCOS...ccuiiiiiiiiiiiiiciiritireertreceerereneeseraneeserassessennsseseennsssseennsssseennnsanennn 27
6. MATERIAL Y METODOS .......ccceesveseeressrssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssenes 27
6.1 DisefNo eXperimental........cccciiieiiiiiiiieiiiiiiieeireirireiereneseasesensesenssssnasesensessnsssenssssnnnsnes 27
6.2 Animales de eXperimentacion. ......cccccieeeiieeereeerrenirreneerenereaserenseeeasesressesensessassssnsessnssenes 27
6.3 Grupos de eSTUIO. ....cceeuuiriiincirieiecerreneeereraneereraneeererassssserassessennsssssennsssseennsssseennnssnennn 28
6.4 Criterios de inclusion y @XcluSion. .......cccceieiiiuniiiiiniiiiiiniiniiieienessen 29
6.4.1 Criterios A€ INCIUSION .....eeiiiiieeeieecee ettt e e e st e e st e e e sateeesnseeessseeeenstesesnseeessenaens 29
6.4.2 Criterios A& @XCIUSION. ....ciiiiieeciiee ettt et e e e e e s e e e s be e e e ssteeesssaeessteeeensteeesnsneessenenns 29
6.4.3 Criterios de liMiNaCION. ......cuic i e e e e et ee e e s rte e e easeeesnreeeennteeesnnaeeereeeeas 29
6.4.5 Criterios de tErMINACION. ......oeii i et s e e e e e ae e e st e e e sate e e snseeesnsaeeeseesesnseeesseeenns 29
6.5 Procedimientos del estudio ........ciieeiiieeiiiiniiiiiiiiiiiiiicicrscrr e reeessnne s e s s snnne e 29
T Y [T (= F] - [ PP PPPUUUU RN 29
6.5.2 TECNICA QUITUIZICA uvveeeureeeeiiieeeitieeeitteeeeteeeeteeeeetteeeeteeeeteeeeasseseassseesbaeaeasseseassseesnsaseeasseseassaeesaseaaans 30
6.5.3 Protocolo de INMUNOSUPIESION .........eiiiiieeetieeeeiie et e ettt e ettt e eeaee e e eteeeeebeeeesaeesbaeeeesreseeasaeeesseeans 32
T N =) 7= 0 01 1= o] o RPN 33
(oI Y [T Yol T 4 PPN 33
L3 T80 1 ot SRS 33
(ST oY VoY (- [or- TSRS 33
(ST R\, [ol fo Y olo ] o or- J OSSR 34
5.6.4 IMIICTOSCOPICA .uvveeeeurieeeiieeeiiteeeeteeeeetteeeeteeeeteeeestreeeasbeeaebseaaassseeassaaessssseessaseassaeesasaseasreseassaeessenaans 34
6.6.5 INMUNONISTOGUIMICA ...vviieiiieeetiecectee ettt et e e e et e e e e tee e e bae e e tbeeeeasaeesabeeeeesteseensaeesnsseaans 35
6.7 ANALISIS ESTADISITICO ....cueeereeeeresreereseeseeseessessessessessesssessssssssessessessessessessssssssssssenses 36
7. RESULTADOS........caeeeieieieiiiiiiiiieiiiisitessetesiasssssssossssossssssssssssosssssssssssssssssnssssnssasassnses 37
7.1.Evaluacion cliNiCa.....cccceeeiiiiieiiiiiiiciiise et rereesesesnsssesesassessenasssssenasssssennsssssensssssanns 37
7.2 Hallazg0s ClINICOS .....iieieeiiiiieieiieiecereteneerereneereraseeesenassssennssssennsssssennsssssenasssssennssnnennn 37
7.3 Hallazgos tomMOGrafiCos. .....ccciiiiiimniiiiiniiiiiiiiiiinnieiirnieieeesieiesssiesiesmssessessssessenssssssens 38
7.4 Hallaz80S MACIOSCOPICOS ....ceuuuuerremnnerrrnnnereennseerernssserernsssssernssssrennsssssenssssssenssssssenssssssens 39



7.5 Hallazgos MOrfOMELIICOS. ...cccuuiiieeeciiiiieceriteneerereneesernneeeserassessenasseseennsssseennsssseennsssneenn 41

7.6 Hallazg80S MiCrOSCOPICOS .. .iivuuririrunierirnnieiirnsseiersssseiernsssetesssssesessssessesssssssesssssssenssssssens 42
7.7 Hallazgos inmunohistoqUIMICOS .......ccceeeeeiiiieniiiiiicccrirccereresesrerenesrennssessenssssseennsssnenns 44
A B T =T o o e [T A X ] TR 44

WA T =T Lo o e [N o 11 s o SR 45

8. DISCUSION........oeeevreerecreseesesusesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssnsassnssses 47
9. CONCLUSION .....ooueeeeeeeeeereiessesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssnsnes 52
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS a.....eoeeeeveeeveseevesvressuvessussssssssssssssssssssssssssssssssssssosss 53



RESUMEN

La cicatrizacion bronquial postrasplante se complica por la deficiente
microcirculacion de la anastomosis, inmunosupresion (INM) e inflamacion (INF), que
afectan la neovascularizacién (NV). Para resolver esto, se ha probado la
anastomosis microquirurgica de las arterias bronquiales, el uso de colgajos de
tejidos, han modificado la INM, pero no se ha logrado el éxito deseado; lo que hace
necesario buscar un farmaco que favorezca la NV y regule la expresién de factores
de crecimiento y de la MEC (matriz extracelular) durante la cicatrizacién. La
colagena polivinil-pirrolidona (CPVP) y la pirfenidona (PIRFE) son moduladores de
la cicatrizacién (MDC) que disminuyen la INF e incrementan la NV.

Objetivo. Evaluar el efecto del tratamiento con PIRFE o CPVP sobre la produccion
de HIF-1a y VEGF en la cicatriz de la anastomosis bronquial y su relacién con los
cambios clinicos, tomograficos, macroscopicos y microscopicos en un modelo
experimental de autotrasplante pulmonar modificado (ATxPM) en ratas.
Metodologia. Veinticuatro ratas con ATxPM recibieron estos tratamientos: Grupo |
(n=6): ATxPM sin tratamiento, Grupo Il (n=6): ATxPM con colgajo de omento, Grupo
[ll (n=6): ATxPM tratado con PIRFE. Grupo IV (n=6): ATxPM tratado con CPVP. Los
animales se evaluaron clinica y tomograficamente. Al final del estudio macroscdpica
y  microscopicamente  se  valoro la  cicatrizacion bronquial e
inmunohistoquimicamente la expresion HIF-1a y VEGF. Resultados. Los animales
tratados con CPVP mostraron mayor expresién de HIF1 y VEGF y NV vs los otros
grupos, menor inflamacién vy fibrosis, asi como mejor evolucion clinica y menor

disminucion de la luz bronquial postrasplante que los grupos | y Il, Conclusion. El



tratamiento con CPVP en ratas con ATxPM, incrementa la produccion de HIF1,
VEGF y neovascularizacion en la cicatriz de la anastomosis bronquial postrasplante;
favorece la cicatrizacion macroscopica y microscopica con menor inflamacion vy

fibrosis asi como la buena evolucion clinica y tomografica en ratas con ATxPM.

Palabras clave: Cicatrizacion bronquial postrasplante, colagena polivinil-

pirrolidona (CPVP), pirfenidona (PIRFE), autotrasplante pulmonar modificado
(ATxPM), factor 1 alfa inducido por hipoxia (HIF-1a), factor de crecimiento del

endotelio vascular (VEGF), neovascularizacion.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas, el trasplante pulmonar se ha convertido en el procedimiento
de eleccion para los pacientes con enfermedades pulmonares terminales que
ocasionan el deterioro progresivo de la funcién respiratoria, lo que provoca que
estos pacientes sean dependientes de oxigeno (1-3).

En México, el primer trasplante pulmonar (TP) se realizd en 1989 en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias en un paciente con fibrosis pulmonar,
quien y tuvo una sobrevida de 9 afos (1,4). Hoy en dia se reporta una totalidad de
1.1 trasplantes por cada millén de habitantes a nivel mundial (5,6). En EE.UU se ha
reportado un aproximado de 2500 trasplantes al afo, sumando un total de 48, 844
trasplantes desde junio de 1988 hasta el 30 de junio 2023 (7). Asi mismo, hasta
2023 en México se ha reportado un total de 9 pacientes segun el centro nacional de
trasplante de México (CNTM), pero no mencionan la sobrevida de estos pacientes
(8) y tan solo se ha registrado 1 trasplante de pulmén realizado durante el afio en
curso. Cabe mencionar que en México, el TP ha tenido un desarrollo lento y hasta

la fecha solo existe un unico programa activo en todo el pais (9).



1. MARCO TEORICO

1.1 Trasplante pulmonar

1.1.1 Tipos de Trasplante pulmonar

En la actualidad existen cuatro modalidades: A) Trasplante unilateral, B) Trasplante
bipulmonar o doble, o bilateral secuencial, C) Trasplante corazén-pulmén C)
Trasplante lobar.

El trasplante unilateral, se utiliza generalmente para pacientes con patologia no
séptica de tipo de fibrosis pulmonar (10) y consiste en la sustitucion de un solo
pulmén, mediante la realizacion de anastomosis de la arteria pulmonar, de un rodete
de auricula y del bronquio principal (4).

El trasplante bilateral o bipulmonar se lleva a cabo en pacientes enfermos con
patologia séptica pulmonar, fibrosis quistica y bronquiectasias de otro origen (10).
Esta modalidad de trasplante consiste en realizar trasplante secuencial unilateral en
cada lado del torax, en el cual primero se coloca un pulmén y al concluir las
anastomosis se inicia con el 6rgano del lado contralateral lo que sustituye asi a
ambos pulmones (4).

Trasplante lobar, es una modalidad que se considera en receptores con un tamano
reducido de caja toracica y ofrece la opcion de tomar injertos del donador vivo
relacionado. Esta técnica es similar a la del TP unilateral solo que, en esta en lugar
de suturar un rodete de auricula, se sutura la vena pulmonar correspondiente al
I6bulo pulmonar a trasplantar. No obstante, la realizacion de este tipo de trasplante
ha generado dilemas éticos, debido a que la cantidad de tejido pulmonar funcionante

que se necesita, requiere de la obtencién e implante de dos |6bulos tomados de



donadores vivos relacionados; porque se somete a dos donadores al riesgo de una
lobectomia y al problema del deterioro natural de la funcién pulmonar (4).

Trasplante de bloque cardiopulmonar, se utiliza en pacientes con hipertension
pulmonar severa secundaria a una cardiopatia usualmente congénita, para este tipo
de trasplante se somete al receptor a circulacion extracorporea y se lleva a cabo

con la anastomosis termino-terminales de traquea, aorta y cavas (4).

1.1.2 Complicaciones del trasplante pulmonar

Aunque los aspectos de la técnica quirurgica, la preservacion de 6rganos, cuidados
perioperatorios y la inmunosupresion se han perfeccionado, el llevar a cabo un TP
puede presentar complicaciones, las cuales pueden ser pretrasplante o
postrasplante. Dentro de las primeras se encuentran la falta de donadores, el estado
biolégico del pulmén donador (neumonia, dafo pulmonar agudo asociado a la
asistencia mecanica ventilatoria) y la preservacion pulmonar; mientras que
postrasplante, de acuerdo con la Sociedad Internacional de Trasplante de Corazén
y Pulmoén, se pueden desarrollar complicaciones como: dafio por isquemia
reperfusién (DPIR), rechazo agudo o cronico, complicaciones inmunolégicas
(infecciones) bronquiolitis obliterante, neoplasias y las relacionadas con la
cicatrizacion bronquial que suele presentarse a causa de una irrigacion deficiente

del bronquio (2,3,11-13).
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1.2 Cicatrizacion

La cicatrizacion de heridas es una compleja cascada celulary de sefalizacion
bioquimica que tiene como objetivo la restauracion de la integridad y la funcién del
tejido lesionado. Los diferentes  tejidos  del cuerpo humano
cicatrizan utilizando mecanismos similares; se trata de un proceso dinamico que
se lleva a cabo en diferentes fases como: hemostasia e inflamacién, proliferacién,
asi como la maduracion y remodelacion, las cuales son continuas, se pueden
superponer y estan precisamente programadas (14).

FASE EVENTOS CELULARES Y BIOLOGICOS

HEMOSTASIA 1 Vasoconstricciéon

2. Agregacion plaquetaria, degranulacion,
formacion de fibrina.

INFLAMACION Infiltracion de neutrdfilos

Infiltracion de monocitos y diferenciacion a
macrofagos.

Infiltracién linfocitica

PROLIFERACION Reepitelizacion

Angiogénesis

Sintesis de colageno

Formacion de MEC

REMODELACION Remodelacion de la colagena.

Maduracion y regresién vascular

Cuadro 1. Fases de la cicatrizacion y eventos celulares y biolégicos que se

presentan durante esta (Tomado de Guo S 2010) (15).
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Las heridas pueden ser agudas o cronicas; las primeras tienen diferentes causas
como la incision qurirdrgica, abracion, laceracion,etc. y su curacion se lleva a cabo
en un corto periodo de tiempo. En las heridas crénicas, la cicatrizaciéon fracasa y el
proceso de reparacion no puede formar con éxito un tejido anatémico y funcional
(16).

En la fase inflamatoria se limpia la herida de particulas extranas, bacterias y tejido
muerto; siendo los neutrdfilos la primera poblacién de células que llega a la zona de
la herida los cuales se encargan de eliminar a los patdégenos. A continuacion, los
macrofagos migran a la herida y continuan el proceso de limpieza; esto genera una
cascada de sefalizacién que termina por activar a otras poblaciones cémo a los
fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales. En la fase proliferativa se forma
el tejido de granulacion, la reepitelizacion y la restauracién de la red vascular; en

esta fase los fibroblastos son los protagonistas

1.2.1 Hemostasia e inflamacioén

La hemostasia se inicia inmediatamente después de presentarse la lesion, cuando
se altera la integridad del tejido y esta etapa tiene una duracion de hasta 15 minutos.
Su objetivo principal es el cese de la hemorragia y la formacion del coagulo (17).
Durante esta etapa después de que el tejido sufre pérdida de la continuidad, ruptura
de vasos sanguineos y matriz extracelular (MEC); lo primero que se produce es una
vasoconstriccion y la exposicidn de la colagena subendotelial, lo cual promueve la

agregacion, asi como la y degranulacion plaquetaria. Posteriormente, a partir de sus
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granulos, las plaquetas activadas liberan lisosomas y cuerpos densos de proteinas
tales como la trombospondina, fibronectina, factor plaquetario 4 (PF-4), proteasas y
metabolitos del acido araquidénico. Mientras que la extravasacion sanguinea aporta
otro grupo numeroso de proteinas, como el fibrindbgeno, la fibronectina, la
trombospondina, la vitronectina, la trombina y el factor de von Willebrand; que dan
lugar a la formacién de coagulos de fibrina, los cuales son el producto final de las
vias intrinseca y extrinseca de la coagulacion (18) y son los encargados de detener
el sangrado y prevenir la invasién microbiana, actuar como andamiaje para las
células que promueven la fase inflamatoria; favoreciendo la quimiotaxis
(principalmente de polimorfonucleares) y la regeneracion del tejido a través de
citocinas y factores de crecimiento codmo el factor de crecimiento transformador beta
(TGF-B), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el
factor de necrosis tumoral (TNF) (14,17,19).

La fase inflamatoria se caracteriza por una infiltracion secuencial de neutrofilos,
macréfagos y linfocitos. Esta fase es promovida en el sitio de la lesién, cuando el
dafo tisular es sensado por los macrofagos residentes a través de los patrones
moleculares asociados a dano (DAMPS, por sus siglas en inglés). En esta fase, los
neutrofilos, son atraidos a la herida por la IL-1, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF), el factor plaquetario cuatro (PF4), asi como los productos bacterianos y
tienen como funcion principal la eliminacion de los microorganismos invasores y
detritus celulares en la herida produciendo proteasas y sustancias reactivas de
oxigeno. Una vez que se ha limpiado la herida, los monocitos circundantes son

atraidos al lecho de la misma y se transforman en macréfagos alrededor de las 48-
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96 horas, los cuales en etapas tempranas liberan citocinas proinflamatorias y se
encargan del aclaramiento de células apoptéticas, esto genera una cascada de
sefalizacion que termina por activar a otras poblaciones como a los fibroblastos,
queratinocitos y células endoteliales, promoviendo la transicion a la fase
proliferativa; con un pico de acumulacién de macréfagos dentro de los 4-7 dias
posteriores a la lesion (20,21). Aunque los macrofagos son cruciales para las fases
iniciales de la cicatrizacién de heridas, la presencia prolongada de macréfagos
inflamatorios retrasa la resolucion de la inflamacion y puede exacerbar la respuesta
inflamatoria, lo cual es dafino para el tejido lo que conduce a la cicatrizacion fibrética
(22). Entre las citocinas proinflamatorias producidas por estas células destacan el
TNF, la IL-1B y la IL6, todas las cuales se ha observado que aumentan en otras
patologias de la via aérea relacionadas por fibrosis como las estenosis traqueales

(23).

1.2.2 Proliferacion

La proliferacion esta constituida por varios procesos como la fibroplasia (formacion
de tejido de granulaciéon y a la reconstitucion de la matriz del tejido lesionado),
angiogénesis, reepitelizacion y contraccién de la herida. Durante esta, el coagulo
formado previamente va a ser reemplazado por matriz extracelular formada a partir
de proteoglicanos, acido hialurénico, colagena, asi como elastina.

En esta etapa, los fibroblastos y las células endoteliales son las células mas
importantes, ya que inmediatamente después de que se produce la herida, cuando

se lesiona el vaso sanguineo disminuye el oxigeno tisular y la hipoxia favorece que
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las plaquetas y macréfagos estimulen la liberacion de TGFB1, PDGF y VEGF que
son factores de crecimiento que estimulan la proliferacion y activacién de los
fibroblastos (19,24), los cuales migran sobre una matriz de fibronectina que
proporciona un molde para las fibrillas de colagena e interviene en la contraccién de
la herida. Para moverse a través de esta matriz de fibrina, se requiere un sistema
proteolitico que facilite el desplazamiento celular, por lo que los fibroblastos liberan
proteasas séricas (plasmina y plasminégeno del suero, activador del plasmindgeno)
y colagenasas (MMP-1 o metaloproteinasa de la matriz; MMP-2 o gelatinasa y MMP-
3 o estromalisina). EI PDGF estimula la liberacién de estas proteinas del fibroblasto
mientras que el TGF B induce la secrecion de inhibidores de las proteinasas,
controlando asi la degradacion de la matriz. A medida que migran, los fibroblastos
van depositando una nueva matriz provisional de fibronectina y acido hialurénico.
Desde el tercero al quinto dia son estimulados por citoquinas y factores de
crecimiento (TGF B, PDGF, TNF, FGF, IL1 e IL4) inician con la sintesis de colagena
(tipos I, 1l y VI) y una vez que se depositd una suficiente cantidad, cesa la
produccion, debido a que el INF y y la misma matriz inhiben la proliferacion de
fibroblastos y la sintesis de colagena (14).Finalmente se diferencian en
miofibroblastos por la sefal del TGF b (derivada de los macrofagos) para la posterior
contraccion de la herida a través de sus pseudopodos; lo cual llevara finalmente al
cierre de la herida (25). Si la herida es de larga duracion, los fibroblastos de las
heridas también pueden proceder de fibrocitos, que es un grupo de células
progenitoras mesenquimales derivadas de la médula 6sea; los cuales también
actuan cémo células presentadoras de antigeno y como potenciadores de la

neovascularizacion (26).
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1.2.3 Fase de Maduracion y remodelaciéon

El proceso de maduracion requiere de la reorganizacion de los recientes depdsitos
de colageno en estructuras organizadas y entrelazadas; mientras que el proceso de
remodelacion involucra un balance entre apoptosis de las células ya existentes y
produccion de células nuevas. Esta fase puede continuar por meses, inclusive afos.
Alguna aberracion puede llevar a cicatrizacidon patolégica o formacién de heridas
cronicas (19).

1.3 Neovascularizacion

Como ya se menciond la neovascularizacion es muy importante en la fase
proliferativa de la cicatrizacion ya que permite la formacion de vasos sanguineos
durante la reparacion de los tejidos y puede presentarse de dos maneras
denominadas vasculogénesis y angiogéenesis.

La vasculogénesis es el proceso mediante el cual se forman vasos sanguineos de
novo a partir de células progenitoras durante la vida embriolégica, pero no se sabe
si estas células progenitoras son capaces de reconstruir de forma independiente
una red neovascular en el organismo adulto. Por otro lado, la angiogénesis es el
proceso por el cual se forman vasos a partir de vasos preexistentes e implica la
migracion y proliferacion de células endoteliales con la consecuente formacion y
organizacion de grupos celulares en estructuras tubulares que daran lugar a vasos
sanguineos estables (27).

La angiogénesis se puede activar por medio de diferentes sefiales como la hipoxia,
isquemia, asi como la lesién de un vaso sanguineo. Sin embargo, para que esto se

lleve a cabo de manera adecuada, debe existir un balance entre aquellos
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mediadores quimicos que promueven la angiogénesis (factores proangiogénicos) y
los que la inhiben. Dentro de los factores proangiogénicos encontramos al factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), angiopoietina-1 (ANG-1), factores de
crecimiento fibroblastico (FGFs), factor de necrosis tumoral (TNF), triptasa, factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante
beta (TGF-3), proteinas NOTCH (proteina con dominio transmembranal que actua
de receptor para proteinas transmembranales adyacentes, importante para la
diferenciacion), IL-6 e IL-8 (28), proteinas de matriz extracelular (fibronectina,
colagena etc), moléculas de adhesion y sus receptores (integrina ofy, VE
cadherinas), asi como las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) que participan en
la degradacion de la lamina basal y proteinas de matriz, lo cual incrementa la
permeabilidad y favorece la migracioén y proliferacion de las células endoteliales para
formar estructuras parecidas a tubos (29-31).

En la literatura se ha reportado que la hipoxia activa a un factor de transcripcion
sensible al oxigeno conocido como factor inducido por hipoxia (HIF-1) y se ha
descubierto que es uno de los reguladores principales de la angiogénesis. Ya sea
durante un proceso fisioldgico o patolégico el HIF participa en la formacién de vasos
sanguineos mediante relaciones sinérgicas con otros factores proangiogénicos

cémo el VEGF, el PIGF (factor de crecimiento placentario) o las angiopoyetinas (29).

1.3.1 Factor 1 inducido por hipoxia (HIF-1)

El factor inducido por hipoxia-1 (HIF-1) es un complejo proteico presente en todas

las células de mamiferos que facilita la entrega de oxigeno y la adaptacion a la
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privacion de oxigeno al regular la expresion de genes involucrados en procesos
celulares como captacion de glucosa y metabolismo glucolitico, angiogénesis,
eritropoyesis, sobrevida celular y apoptosis (32). El HIF-1 ha sido reconocido como
esencial para la supervivencia del condrocito, permitiendo a las células adaptarse a
condiciones bajas de oxigeno dentro de los discos de crecimiento (33).

La hipoxia celular induce la expresion de diferentes genes, donde la transcripcion
de estos genes que responden a la hipoxia es regulada por factores que reconocen
secuencias especificas en el ADN denominado Hipoxia Response Element (HRE).
El principal factor de transcripcién implicado como clave en la regulacion de genes
que se inducen por hipoxia es el inducible por hipoxia-1 (HIF-1), un heterodimero
formado por una subunidad a de 120 kDa y una subunidad B de 91-94 kDa. La
actividad biologica de HIF-1 esta dada principalmente por la actividad y expresion
en la subunidad a, la que en condiciones de normoxia es hidroxilada y degradada.
Sin embargo, en condiciones de hipoxia se inhibe esta reaccion y es translocada al
nucleo donde dimeriza a la subunidad beta, para luego unirse a la secuencia
especifica HRE presentes en el promotor de los genes inducidos por hipoxia
(32,34,35) .

Como ya se menciond, al disminuir la concentracion de oxigeno, disminuye también
la degradacién del HIF-1 a con lo cual se promueve la glicolisis, que permite que el
ATP se sintetice de forma oxigeno-independiente y permite una regulacioén positiva
hacia factores que mejoran el flujo sanguineo y por lo tanto la entrega de oxigeno a
los tejidos desprovistos del mismo; esto a través de la activacion del factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF). En segundo lugar, también participa

aumentando la expresion de la metaloproteinasa 2 (MMP-2) para la degradacion de
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las matrices extracelulares, lo cual permitira que las células endoteliales migratorias
se relacionen con las integrinas af y formen tubos (36-38).

El factor HIF-1, durante el proceso de cicatrizacion de las heridas, tiene muchas
implicaciones clinicas: la deficiencia de HIF-1, con la subsecuente deficiencia a la
respuesta al estimulo hipoxico, genera hipoxemia crénica, lo que predispone a la

formacion de heridas crénicas (39).

1.3.2 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), denominado inicialmente factor
de permeabilidad vascular (VPF), descubierto por el Dr. Herald Dvorak en 1975; es
una glicoproteina homodimérica de 34-42 kDa (40), que pertenece a una
subcategoria de cisteinas no derivadas del factor de crecimiento plaquetario; la cual
es producida por muchos tipos celulares, incluyendo las células tumorales,
macrofagos, plaquetas, queratinocitos y células mesangiales (41,42).

El VEGF durante las cicatrizacién de heridas y angiogénesis actua directamente
sobre el endotelio vascular, en el que puede inducir cambios morfolégicos, alterar
la expresion genética, estimular la proliferacién y migracion celulares e inhibir la
apoptosis en las células endoteliales, esto ultimo a través de las proteinas Bcl-2 y
A1; iniciando asi la formacion de nuevos capilares y permitiendo su maduracién
(40,41,43). También participa en la secrecion de enzimas de degradacion de la MEC
(colagenasa, activador tisular del plasmindégeno tipo urocinasa). Cabe mencionar
que su capacidad para hacer incrementar la permeabilidad de las CE
microvasculares es muy elevada, mientras que su actividad mitogénica se queda

atras al compararlo con otros factores pro-angiogénicos.
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La fuga plasmatica facilitada por el VEGF es un paso importante en la formacién de
la matriz de fibrina provisional que favorece la atraccidén de células inflamatorias y
el consecuente crecimiento y formacion del estroma maduro vascularizado (43).

El VEGF esta formado por 4 familias de proteina homodiméricas y se dividen en:
VEGF-A, VEGF-B, VEGFC, VEGF-D, los cuales realizan su funcién en las células
diana a través de tres receptores con actividad tirosina cinasa intrinseca clase 1V:
VEGRF-1 (Flk-1), VEGRF-2 (KDR), y VEGRF-3, localizados en células endoteliales
y en otros tipos celulares. EI VEGF C y D son esenciales para el desarrollo del
sistema linfatico y pueden inducir la angiogénesis e incrementar la permeabilidad
vascular (41,43).

Esta familia también abarca al factor de crecimiento placentario; sin embargo este
se expresa en la angiogénesis patolégica, suplementando y/o potenciando la
actividad del. VEGF A en células tumorales (42,44).

De los miembros de esta familia, el VEGF-A es considerado el factor angiogénico
mas importante, se estimula por la hipoxia (a través de la via HIF-1) y su funcion es
incrementar la permeabilidad vascular, estimular la proliferacién y migracién de las
células endoteliales; ademas de proveer a dichas células con sefiales de
supervivencia inhibiendo su apoptosis. EI VEGF A no representa una molécula
unica, se trata de un grupo de moléculas que aparecen en varias isoformas (16 en
total), las cuales se deben al empalme alternativo que tienen durante su codificacion
genética; siendo el VEGF A 165 la isoforma mas reelevante en la angiogénsis
fisioloégica y patologica. Las isoformas de este grupo se unen comunmente al
receptor de tirocin-cinasa VEGF 1 (Flt-1) y VEGF2 (KDR), cuando se une con este

ultimo es cuando se activa la angiogénesis, causando dimerizacion y activacion por
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transfosforilacion (transferencia de grupos fosforilo) (43), alterando el patrén de
expresion génica de las células endoteliales, a través del aumento de la expresion
de una serie de factores de transcripcion (DSCR-1, TR3/Nur77); proteinas
asociadas a la coagulacion (factor tisular) fibrindliticos, (UPA y su receptor, tPA,
PAI-1), metaloproteasas de matriz, el transportador de glucosa GLUT-1, la sintetasa
de oxido nitrico, factores antiapoptoticos (bcl-2, A1, survivina, XIAP), moléculas de

adhesion de células endoteliales (E-selectina, ICAM-1, VCAM); etc (45).

1.4 Cicatrizacion patoldgica

Durante la cicatrizacion cualquier alteracion en la inflamacién y en la angiogénesis
va a provocar la generacion de una cicatriz patoldgica (15), las cuales son
totalmente diferentes a las que se presentan cuando hay una respuesta normal de
reparacion y se caracterizan por ser fibroticas o por mostrar una cicatrizacion

deficiente o retrasos en la cicatrizacion (46).

1.4.1 Cicatrices fibroticas.

La formacion de cicatrices fibréticas siempre esta precedida de una prolongacion de
la fase inflamatoria de la cicatrizacién o una alteracion durante la contraccion o
remodelacion, en la que se presenta incremento en la sintesis de citocinas pro-
fibrogénicas que promueven la expresion de componentes profibroticos de la
cicatrizacion y a la disminucion en la degradacion de estas proteinas generalmente

por la falta de colagenasas (MMP1) durante la contraccion (46-49).
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1.4.2 Cicatrices deficientes o con retrasos en la cicatrizacion

Las cicatrices deficientes o con retrasos en la cicatrizacion, se caracterizan porque
presentan un incremento en la expresion de mediadores inflamatorios, MMPs,
disminucion de la actividad de los factores de crecimiento, lo cual provoca que en la
herida se degrade el nuevo tejido, asi como los factores de crecimiento y se
transformen en cronicas debido a que poseen insuficiente deposicion de las

proteinas de la MEC (48, 50).

1.5 Cicatrizaciéon bronquial postrasplante

La cicatrizacion bronquial postrasplante (CBPT) puede sufrir de complicaciones
como broncomalacia y estenosis de la via aérea (51), las cuales se asocian con la
seccion de las arterias bronquiales (predisponen a la presencia de isquemia
bronquial), rechazo agudo del injerto, infecciones bacterianas y fungicas y la técnica
anastomatica (52). También se ha descrito a la inmunosupresion, ya que el uso de
farmacos que tienen efecto antiproliferativo, asi como el uso de esteroides,
predispone a una mayor incidencia de dehiscencias de las anastomosis (53,54).

Ademas, cabe mencionar que tanto la técnica quirdrgica y la inmunosupresion
dafan la microvasculatura bronquial, lo cual afecta la angiogénesis, remodelacion
vascular y predispone a la presencia de isquemia de la mucosa e inflamacion, que
favorecen la presencia de cicatrizacién bronquial patoldgica (3, 55), debido a que
alteran la produccion de factores de la angiogénesis (factor de crecimiento del

endotelio vascular [VEGF]) y del crecimiento (factor de crecimiento transformante 3
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[TGFB]) (56-58), moléculas de adhesion de la matriz extracelular (MEC) (molécula
de adhesioén plaquetaria y endotelial tipo 1 [PECAM-1 o CD31]) (59-62) y colagena,
asi como metaloproteinasas que intervienen durante la angiogénesis,

neovascularizacién y la cicatrizacion (63-66).

1.5.1 Tratamientos de las complicaciones bronquiales

Para tratar de evitar dichas complicaciones bronquiales postrasplante, se ha
intentado mediante microcirugia la reanastomosis de las arterias bronquiales, se ha
modificado la técnica de sutura y anastomosis (ejemplo: telescopiado de la
anastomosis), se ha envuelto la misma en colgajos de omento (omentopexia) y
musculares; y se han modificado los tipos y dosis de inmunosupresion entre otras,
pero ninguna ha sido exitosa al 100% (2), por lo que hay que buscar otras
alternativas para estimular la angiogénesis y neovascularizacion, como el uso de
farmacos moduladores de la cicatrizacién que las favorecen y con esto mejorar la

cicatrizacion de la anastomosis bronquial postrasplante.

1.6 Moduladores de la cicatrizacion

En la literatura se ha reportado que la Pirfenidona (PIRFE) y la Colageno polivinil
pirrolidona (CPVP), moduladores de la cicatrizacion (MDC), que disminuyen la
inflamacion, fibrosis y promueven la neovascularizacion y la cicatrizacion en varios
tejidos (traquea, pulmon, piel) (67,68); sin embargo, no se ha estudiado su efecto

sobre la cicatrizacion bronquial postrasplante pulmonar.
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1.6.1 Pirfenidona (PIRFE)

La Pirfenidona (5-metil-1-fenil-2-[1H]-piridina) (PIRFE) es un farmaco que previene
y revierte la fibrosis, (69) ya que actua como antifibrético y antiinflamatorio regulando
la proliferacion de fibroblastos y su tranformacién a miofibroblastos, también inhibe
la sintesis de colageno gracias a que bloquea la expresién de citocinas como la IL-
1 e IL-6 y factores de crecimiento como el TNF-a y TGF-3, con lo que reduce las
fibrosis patoldgicas. Su uso tanto experimental como clinico ha mostrado buenos
resultados en cicatrices fibréticas de piel, fibrosis pulmonar, cirrosis hepatica,
fibrosis renal (70); pero su utilidad en la cicatrizacién bronquial post TP no se ha
estudiado, ni el efecto que tiene sobre la produccion de HIF1 y VEGF durante la
cicatrizacion.

1.6.2 Colagena polivinil-pirrolidona (CPVP)

Es un biofarmaco inyectable de colageno polimerizado con propiedades
inmunomoduladoras cuyos efectos electroforéticos, fisicoquimicos y farmacoldgicos
son unicos, debido a la unién covalente entre el colageno y la PVP, los cuales han
tenido buenos resultados cuando se usa como MDC en las reparaciones de heridas
dérmicas y la consolidacion ésea a través de la induccién de macromoléculas a la
matriz extracelular. La CPVP actua sobre los fibroblastos y macréfagos y modula el
recambio en la MEC, particularmente la colagena tipo | y lll, disminuye la expresion
de IL-1B, factor de necrosis tumoral (TNF- a) factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1),

favoreciendo el recambio de los componentes del tejido conjuntivo con la
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consecuente eliminaciéon de proteinas fibrosas (71, 72). En piel ha demostrado que
al tener estos efectos disminuye el volumen de la cicatriz, desaparece el infiltrado
inflamatorio y restablece la arquitectura normal de la cicatriz tratada con ésta.
También se ha observado que su uso post traqueoplastia disminuye la cantidad de
colagena formada por gramo de tejido traqueal en el sitio de la anastomosis (67,68);
pero, su utilidad en la cicatrizacion bronquial post TP no se ha estudiado, al igual

que su efecto sobre la produccion de HIF1 y VEGF en la cicatrizacion de este tejido.

2. JUSTIFICACION

La cicatrizacion de la anastomosis bronquial postrasplante pulmonar puede ser
patoldgica hasta en el 25% de los casos y ocasionar mortalidad entre el 2-5% de los
casos. Estas se presentan por la deficiente microcirculacién en el sitio de la
anastomosis, inmunosupresion (INM) e inflamacion (INF) que afectan la
angiogénesis (ANG), neovascularizacion (NV), produccion de factores de
crecimiento proangiogenicos y la expresion de componentes de la matriz
extracelular (MEC) que intervienen en la cicatrizacion. Para solucionar esto, se han
utilizado diferentes técnicas quirurgicas de la anastomosis, colocacion de colgajos
de tejidos y se modificado la inmunosupresién, pero ninguna ha sido 100% exitosa;
lo que hace necesario buscar un farmaco que favorezca la ANG, NV vy la
cicatrizacion bronquial adecuada. La PIRFE y la CPVP son MDC han demostrado
disminuyen la inflamacion (INF) e incrementan la NV en la cicatrizacion traqueal;
por lo que se propone estudiar el efecto de estos MDC sobre la neovascuarizacion
bronquial a través de la expresion de HIF-1 y VEGF en la cicatriz de la anastomosis

bronquial postrasplante.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La colagena polivinil-pirrolidona (CPVP) y la pirfenidona (PIRFE), regularan la
expresion de HIF-1a, asi como el VEGF, y favoreceran la angiogénesis y
neovascularizacién, en la cicatrizacidon bronquial postrasplante, en un modelo

experimental de autotrasplante pulmonar modificado?

4. HIPOTESIS

La PIRFE y la CPVP son MDC que favorecen la angiogénesis, neovascularizacion
y la buena cicatrizacién en traquea y piel, entonces el administrarlos en ratas con
autotrasplante pulmonar modificado favorecera la expresion de los factores de
crecimiento como HIF-1 y VEGF que incrementan la angiogénesis,

neovascularizacién y la adecuada cicatrizacion postrasplante.

5. OBJETIVO

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del tratamiento con PIRFE o CPVP sobre la produccion de HIF1 y

VEGEF en la cicatriz de la anastomosis bronquial.
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5.2 Objetivos especificos

Evaluar el efecto del tratamiento con CPVP o con PIRFE via oral sobre los cambios
clinicos, tomograficos, morfométricos y microscopicos de la cicatriz bronquial en un
modelo experimental de trasplante pulmonar modificado en ratas.

Valorar el efecto del tratamiento con CPVP o con PIRFE, sobre la expresion in situ
de HIF-1a y VEGF, asi como su relacion con la neovascularizacion, en la cicatriz de
la anastomosis bronquial en un modelo experimental de autotrasplante pulmonar

modificado.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno experimental

Se realizé un estudio prospectivo, longitudinal, comparativo y experimental, cuyo
financiamiento fue otorgado por la Unidad de Trasplante Pulmonar Experimental del
Departamento de Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INER).

6.2 Animales de experimentacion.

Se utilizaron 24 ratas de raza Wistar clinicamente sanas, sin importar el sexo o la
edad, con peso entre 200 y 350 g, las cuales fueron manejadas de acuerdo de
acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de
laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (73) y de la Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals de los Estados Unidos (74).
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6.3 Grupos de estudio.

Las ratas fueron divididas en 4 grupos de estudio.

A todos los animales se les realiz6 autotrasplante pulmonar modificado (ATPM) (75)
en el que se realiz6 diseccidn y pinzamiento del hilio pulmonar izquierdo, seccion6
el bronquio y se reanastomoso, Yy los animales fueron tratados de la siguiente
manera:

Grupo | (n=6): ATPM con anastomosis bronquial sin tratamiento (Control) (AB-ST);
Grupo Il (n=6): ATPM con anastomosis bronquial y omentopexia (AB-O);

Grupo lll (n=6): ATPM y anastomosis bronquial tratada con PIRFE (AB-PIRFE)
cada 24 horas post cirugia;

Grupo IV (n=6): ATPM y anastomosis bronquial tratada con CPVP (AB-CPVP) cada
7 dias post cirugia.

El tamafio de la muestra fue calculado para una poblacion finita (4584 en el mundo)
con un intervalo de confianza del 95% teniendo como resultado 95 individuos por
grupo; sin embargo, ya que las normas oficiales nacionales e internacionales para
el uso y manejo de los animales de laboratorio no permiten el uso excesivo de los
mismos, se recomienda que las investigaciones realizadas en animales se lleven a
cabo bajo la Ley de las Tres Rs (Reemplazo, Reduccion y Refinamiento) (76), por
lo que la cantidad de sujetos experimentales se redujo al minimo, para que se

alcanzaran diferencias estadisticas y se obtuvo un numero de 6 animales por grupo.
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6.4 Criterios de inclusién y exclusién.

6.4.1 Criterios de inclusion

Se incluyeron ratas Wistar clinicamente sanas, que no presentaron signos clinicos
de ningun padecimiento respiratorio desde su llegada al bioterio del INER y antes
de realizar el procedimiento quirurgico.

6.4.2 Criterios de exclusion.

Los animales que presentaron cualquier cuadro clinico de enfermedad respiratoria
durante su permanencia en el bioterio del INERICV previo al procedimiento
quirargico no se incluyeron en este estudio.

6.4.3 Criterios de eliminacién.

Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no fuera
provocada, ni se relacionara con el procedimiento quirurgico fue eliminada.

6.4.5 Criterios de terminacion.

Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o crénico, o signos de
enfermedad respiratoria relacionada con el procedimiento y que no disminuyeron
con la aplicacion de medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis
anestésica utilizando pentobarbital sodico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V.

Guadalajara, México).

6.5 Procedimientos del estudio

6.5.1 Anestesia
En todos los animales la anestesia fue inducida con Hidrocloruro de Xilacina (Prozin,

Pisa; Guadalajara, México) a dosis de 5 mg/kg y 120 mg/kg de Ketamina (Anesket,
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Pisa, Guadalajara, México) via intraperitoneal (IP) mezclados en la misma jeringa;
durante la cirugia se administro lidocaina (Lidocaina, Pisa, Guadalajara, México) en
el sitio de la incision. Una vez inducida la anestesia los animales fueron intubados
orotraquealmente, se conectaron a un equipo de anestesia inhalada (Care Station
620, General Electric, Helsinki, Finlandia) y durante todo el procedimiento

quirurgico, se mantuvieron con sevofluorano al 1.5%.

6.5.2 Técnica quirurgica

En el grupo I, a través de una celiotomia, se extrajo el omento, el cual se introdujo
en el hemitérax izquierdo por una incisién de aproximadamente 1 cm que se realizo
en el hemidiafragma izquierdo, y posteriormente este se utilizé para envolver la
anastomosis bronquial. Una vez que se envolvio la anastomosis, este se fijo con un

punto de poliglactina 910 de 8-0 y se continud con el cierre convencional (Figura 1).
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Figura 1. Técnica quirdrgica omentopexia: a) Inicision de laparotomia, b)Diseccion y

medicién del omento, c¢,d ) apertura del diafragma y paso del omento a cavidad toracica, e,
f) Paso del omento sin tensién a cavidad toracica y fijacion del mismo al sitio de anastomosis

bronquial.

En todos los grupos, se realizé toracotomia izquierda en el quinto espacio intercostal
y se disec? el hilio pulmonar izquierdo. Concluida la diseccion, cada estructura del
hilio pulmonar se pinz6 individualmente, posteriormente el bronquio izquierdo fue
seccionado transversalmente e inmediatamente se reanastomoso utilizando surgete
continuo y material de sutura absorbible poliglactina 910 (Vicryl, Ethicon, New
Jersey, USA) de 8-0. Concluido esto, se continud con el cierre convencional (Figura
1). Finalmente, todos los animales recibieron tramadol (Tramadol Jet, Norvet;
Ciudad de México, México) y meloxicam SC (Melodex, Aranda; Querétaro, México)

a dosis de 5 mg/Kg y 0.2 mg/Kg respectivamente, como analgésicos postquirurgicos
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por 3 dias y enrofloxacina (Baytril, Bayer; Leverkusen, Alemania) a dosis de 5 mg/kg

SC cada 24 h por cinco dias.

Figura 2. Técnica quirurgica. a) exposicion del hilio pulmonar, b) y ¢) pinzamiento y seccion
del bronquio principal izquierdo, d) sutura de la cara posterior del bronquio, e) sutura de la

cara anterior y f) pulmon izquierdo insuflado al concluir la anastomosis.

6.5.3 Protocolo de Inmunosupresién

Todos los animales un dia antes de realizar la cirugia y durante todo el tiempo de
estudio, recibieron un esquema triple de inmunosupresién cada 24 horas, con
Tacrolimus (Framebin, Pisa, Guadalajara, México) (0.15 mg/kg VO), asi como
Azatioprina (Azatrilem, Lemerin, Huichapan, México) (2mg/kg VO) y prednisona

(2mg/kg, IV) (Solumedrol, Fizer, D.F. México) (77).
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6.5.4 Tratamiento

Los animales del Grupo Il recibieron 40/mg/Kg de PIRFE VO (dosis utilizada
experimentalmente en modelos de estenosis traqueal (67); mientras que en los
animales del grupo IV, semanalmente y durante 4 semanas se les administraron SC
25 mg de CPVP (dosis utilizada para los problemas de piel, tendones y

experimentalmente en estenosis traqueales cronicas) (67,68).

6.6 Evaluacion

Todos los animales fueron evaluados durante 4 semanas post ATPM de la siguiente
forma:

6.6.1 Clinica

Todas las ratas se valoraron clinicamente todos los dias en la primera semana
posquirurgica, cada tercer dia en la segunda semana y posteriormente cada
semana hasta concluir el tiempo de estudio. En esta se valoro principalmente la

presencia de estridor y disnea.

6.6.2 Tomografica

Todos los animales se sometieron a tomografia axial computarizada (TAC) con
cortes axiales y coronales de la cavidad toracica, para evaluar el estado de la
anastomosis bronquial y el tamafio de su luz bronquial. Esta evaluacion se llevo a

cabo pre ATPM vy al concluir el tiempo de estudio.
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6.6.3 Macroscopica

Al cumplirse el tiempo de estudio establecido, los animales animales de
experimentacion se sometieron a eutanasia con sobredosis de pentobarbital sddico
100 mg/kg IV (Anestesal, Pisa Agropecuaria, Hidalgo, México). Posteriormente se
extrajo el bronquio anastomosado, se identificd la anastomosis y se le valor6 su
cicatrizacion, presencia de adherencias, fistulas, dehiscencias, estenosis vy
broncomalacias. También mediante morfometria, se evalué el tamafo de la luz

bronquial.

6.6.4 Microscopica

Para el estudio histolégico, se tomaron muestras de todas las anastomosis, las
cuales se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas se incluyeron en parafina
y se les realizaron cortes de 4um, que se tifieron con hematoxilina-eosina, asi como
con tincion tricrémica de Masson. Posteriormente, en toda la circunferencia de la
muestra de la cicatriz de la anastomosis bronquial se evalu6 la presencia de
inflamacion, fibrosis, organizacion de las fibras de colagena y vasos de
neoformacion. A cada uno de estos parametros se les asigno un grado de acuerdo
con la intensidad de los cambios histopatoldgicos (grado 1: ausente 0-10%, grado

2: leve 11-25%, grado 3: moderado 26-50% y grado 4: severo 51-100%) (78).
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6.6.5 Inmunohistoquimica

La determinacion de la expresion in situ de VEGF, y de la fraccion alfa del HIF-1 en
las biopsias obtenidas de la cicatriz bronquial se llevd a cabo por
inmunohistoquimica. A las muestras incluidas en parafina se les realizaron cortes
de tres micras y se montaron en laminillas silanizadas. Para desparafinarlas se
colocaron en una estufa (Fisher Scientific) a 60 °C durante 30 minutos, se
deshidrataron mediante transferencia en xilol por 5 minutos y posteriormente un
minuto hasta Alcohol 96%, después se trataron con buffer de citratos pH 6, el
antigeno se recuperd con calor en bano humedo (Stable Temp®, Cole Parmer®) a
60°C por 30 minutos, se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-Buffered Saline
withTween (TBST) tres veces por cinco minutos. La peroxidasa enddégena se
bloqued utilizando perdxido de hidrégeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido (1:9 en
H20 desionizada) durante 15 minutos y se lavdé nuevamente en tres tiempos de
cinco minutos con TBST. Posteriormente se agregé suero bloqueador (Vectastain
Universal Quick Kit., Burlingame, CA) durante 15 minutos a temperatura ambiente
para el bloqueo del pegado inespecifico y se lavé nuevamente. Una vez que se llevd
a cabo los pasos anteriores las secciones de tejido fueron incubadas con el
anticuerpo primario para VEGF (ab1316, Abcam, Cambridge, MA, USA) y fraccion
alfa del HIF-1 (GTX30647, GeneTex, Inc, Irvine, CA) diluidos en buffer (suero
bloqueador) durante 24 horas a 4°C. Pasado este tiempo se lavaron nuevamente
en tres ocasiones con TBST por cinco minutos cada uno y se procedi6é a la
incubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal

Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, se lavaron al final en tres tiempos de cinco
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minutos, posteriormente se utilizaron el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa
(Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) y se incubaron durante 15 minutos
a temperatura ambiente y nuevamente se lavaron como ya se describio, se utilizaron
3,3 'Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA) como revelador durante cinco
minutos, se tifieron con Hematoxilina y para virar el contraste se utilizé una solucién
saturada de Carbonato de Litio (Fisher Chemical, USA). La cuantificacion de la
expresion de cada proteina se realizd empleando el software Image J
(http://rsbweb.nih.govV/ij/), desarrollado por el National Institute of Health (NIH) y el
plugin IHC Profiler (79). Se tomaron imagenes de microscopia en formato digital de
diez campos aleatorios por laminilla, a través de un microscopio utilizando el mismo

objetivo y la misma intensidad de luz.

6.7 ANALISIS ESTADISITICO

El analisis estadistico de los datos se realizo6 con el programa SPSS, version 21
para Windows. Para la evaluacion de los hallazgos clinicos se utilizé la prueba
estadistica de Xi?y para los parametros microcépicos y marcoscépicos se utilizo la
prueba de Kruskall- Wallis. Los valores de p <0.05 fueron considerdos como

significativos.
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7. RESULTADOS

7.1.Evaluacion clinica

Todos los animales sobrevivieron al ATPM, al igual que al tiempo de estudio

establecido.

7.2 Hallazgos clinicos

El 100% de las ratas sometidas a ATPM de todos los grupos de estudio presentaron
estridor en la primera semana postquirdrgica (p = 0.427 Chi cuadrado), el cual
desaparecio en el transcurso de la segunda Post ATPM (Cuadro 1). También se
observo que durante la cuarta semana post autotrasplante 4 ratas del grupo Il y 1
del grupo | mostraron disnea, pero solo se observé una diferencia estadistica en la
la presencia de disnea del grupo Il, en comparacién con los demas grupos de

estudio (p=0.006) Xi. (Cuadro 1)

Grupos de Signos Clinicos
estudio
Estridor Disnea
Grupo | 6 1
Grupo Il 4 4*
Grupo Il 5 0
Grupo IV 4 0

*p = 0.006, Xi 2
Cuadro 1. Muestra los signos clinicos mostrados por los animales sometidos a

ATPM.
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7.3 Hallazgos tomograficos.

Tomograficamente, los animales del grupo Il (omentopexia) presentaron
disminucion importante de la luz bronquial en comparacion con los valores
pretrasplante y de los otros grupos al final del estudio (p < 0.0001, ANDEVA,

Dunnett, Tukey). (Grafica 1) (Figura 3)

Tamano de la luz bronquial en la TAC post
autotrasplante pulmonar modificado

milimetros
3
25 I
2 *
15 1
1
0.5
0
Basales Sin Tx Omentopexia Pirfenidona CPVP
Grupos de estudio
X + EE

p < 0.0001, ANDEVA, Dunnett, Tukey. Grupo Il vs todos los grupos de estudio

Grafica 1. Muestra el tamafio de la luz traqueal en todos los grupos al inicio y al

final del estudio.
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Figura 3. TAC en la que se observa la disminucién de la luz bronquial, en un animal

de cada grupo de estudio.

7.4 Hallazgos macroscépicos

Al final del estudio, macroscépicamente, se observd que post ATPM todos los
animales sometidos a ATPM presentaron adherencias en comparaciéon con o
observado precirugia (p=0.001, Xi?). También se observo que cinco de los animales
de los grupos | y Il (83%) desarrollaron adherencias grado 4 (p=0.006, Kruskall-
Wallis), en comparacién con los otros grupos de estudio (Cuadro 2). Cabe

mencionar que un animal del grupo | presenté fistula y dos animales del grupo Il
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mostraron estenosis bronquial. Sin embargo, no fue estadisticamente significativo.
También, un animal del grupo | desarrollo empiema (Figura 4).

Adherhencias postoperatorias

PRECIRUGIA GRUPO | GRUPO Il GRUPO Il CPVP
SIN TX OMENTOPEXIA PIRFE

AUSENTE 5 0 0 0 0
ADHERENCIAS MINIMAS
FACILMENTE 0 0 0 3 2
DESPEGABLES
COMPLETA FACILMENTE 0 1 1 1 3
DESPEGABLE
COMPLETA Y FIRME DE
DIFICIL DESPEGAMIENTO 0 5% 5% 2 1

*p <0.006, Kruskall Wallis.
Cuadro 2. Muestra el grado de adherencias al final del estudio en todos los animales

sometidos a cirugia.

Figura 4. A y B), muestra las adherencias firmes y de dificil despegamiento. A); se
observa la disminucion de la luz bronquial a nivel de la anastomosis y D) muestra el
empiema formado en un animal del grupo |, al final del estudio. (B=Anastomosis

bronquial, O= omento).
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7.5 Hallazgos morfométricos.

En la morfometria se observo disminucidn de la luz bronquial en todos los animales
sometidos a ATPM vs los valores pre-cirugia (p<0.0001, ANDEVA, Dunnet); sin
embargo, la disminucién mostrada por el grupo Il fue mayor que la de los otros

grupos de estudio (p<0.041, ANDEVA, Tukey) (Gréfica 2) (Figura 5).

Tamano de la luz bronquial mediante el estudio morfomértrico
post autotrasplante pulmonar modificado

milimetros
3 *

25
2

1.5

1 *%

HH

0.5

Basales Sin Tx Omentopexia Pirfenidona CPVP
Grupos de estudio

X*EE
*p <0.0001, ANDEVA, Dunnett. Basales vs Todos los grupos.
** p< 0.041, ANDEVA, Tukey. Grupos Il vs Todos los grupos.

Grafica 2. Muestra la disminucién de la luz bronquial al final del estudio en

comparacién con la luz pre-ATPM.
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Figura 5. Muestra la disminucion de la luz bronquial en un animal de cada grupo al
final del estudio, a excepcion de la imagen d) en donde se muestra luz bronquial

conservada en el grupo que fue tratado con CPVP.

7.6 Hallazgos microscépicos

Microscopicamente, todos los anillos de controles presentaron apariencia normal.
En todos los animales sometidos a ATPM se observaron zonas con pérdida parcial
del epitelio; ademas cerca del sitio de la presentaron hiperplasia del cartilago (p =
0.001, Kruskal-Wallis). Todos animales del grupo | mostraron inflamacion (4 leve y
2 moderada). En el grupo Il, 2 leve y 1 moderado; mientras que en el grupo lll, 1
inflamacion leve y 1 moderado. En el grupo IV, solo 2 animales desarrollaron
inflamacion leve. Al comparar la presencia de esta entre todos los grupos de estudio,
la menor inflamacion mostrada por los grupos Il y IV fue significativa (p < 0.05,
Kruskall Wallis). Al evaluar la presencia de fibrosis se observo que los animales del
grupo | desarrollaron mayor grado de fibrosis (moderada) en comparacién con los
otros grupos de estudio, en los que fue predominantemente leve; sin embargo, esto
no fue significativo (p > 0.05, Kruskall Wallis). Ademas, en todos los grupos de
estudio se observaron fibras de colagena desorganizadas (p > 0.05, Kruskall Wallis).

La presencia de neovascularizacion en los grupos |, Il y Il fue leve, a diferencia del
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grupo IV, en la que se observdé moderada (p < 0.05, Kruskall Wallis) (Cuadro 3).

(Figura 6)

Hallazgos microscopicos en todos los grupos de estudio

Sin Omentopexia Pirfenidkona CPVP

Tx

Neovascularizacion Ausente 1 0 0 0
Leve 5 6 6 1
Moderado O 0 0 5*

Inlamacién Ausente 0O 3 4* 4*
Leve 4 2 1 2
Moderado 2 1 1 0

Fibrosis Ausente 0 0 1 0
Leve 3 5 4 5
Moderado 3 0 0 1
Severo 0 1 1 0

* p <0.05, Kruskall Wallis

Cuadro 3. Muestra los cambios histolégicos por grupo al concluir el estudio.

Todos los animales del grupo Il desarrollaron calcificaciones (p < 0.05, Kruskall
Wallis) y un animal del grupo IV, mostro hemorragia (p > 0.05, Kruskall Wallis).

Con respecto a la neovascularizacion, en los grupos |, Il y Ill, la presencia de esta
fue leve, a diferencia del grupo IV, en la que se observé moderada (p < 0.05, Kruskall

Wallis).
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7.7 Hallazgos inmunohistoquimicos

7.7.1 Expresion de VEGF

La evaluacién inmunohistoquimica mostré que todos los bronquios sanos y los de
los animales del grupo IV expresaron VEGF en la cicatriz de la anastomosis
bronquial post ATPM a diferencia de los animales de los grupos | y lll, en los que 2
y 1 animal (respectivamente) la presentaron; mientras que en el grupo Il, el 50% (3
animales) lo expresaron. Con respecto al grado de expresion, el observado en los
grupos |, Il y lll, fue leve; mientras que en el grupo IV fue moderada en 4 animales

(p< 0.001, Kruskal Wallis) y severa en 2 ratas. (Cuadro 4) (Figura 6).

Grupo de estudio

Omentopex Basales
Sin Tx ia PIRFE CPVP
VEGF Ausente 4 3 5 0 0
Leve 2 3 1 0 6
Moderad 0 0 0 4* 0
o
Severo 0 0 0 2 0

* p < 0.05, Kruskall Wallis
Cuadro 4. Muestra el grado de expresion de VEGF en la cicatrizacion bronquial post

ATPM.
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Figura 6. Muestra la expresion del VEGF en E) color marrén intenso en un animal
del grupo IV (AB-CPVP) y la leve expresion en marron débil en los otros grupos de

estudio. A) Bronquio sano, B). AB-sinTx, C) AB-O) y D) AB-PIRFE.

7.7.2 Expresion de HIF-1a.

En todos los bronquios de los animales del grupo IV, hubo expresion de HIF-1 a; 2
de ellos de forma moderada y 4 severa (p < 0.05, Kruskal Wallis). En el grupo llI,
solo 4 ratas lo expresaron de forma leve. Asi mismo, en el grupo I, solo el 50 % de
las ratas operadas lo expresaron (1 leve y 2 de forma moderada); mientras que en
el grupo |, también 4 ratas sometidas a ATPM lo expresaron, tres de ellos de forma
severa y 1 moderada. En los anillos controles sanos solo 2 ratas lo expresaron de
forma leve. Al compararla expresion del HIF-1a la expresion de esta fue
significativamente menor en los anillos bronquiales basales que en los otros grupos
de estudio. Al comparar el grado de expresion, el mostrado por los animales del

grupo IV fue superior al de los grupos (p < 0.05 Kruskal Wallis) (Cuadro 5).

45



Grupo de estudio

Omentopex Basales
Sin Tx ia PIRFE CPVP
HIF-1 alfa Ausente 2 3 0 0 4
Leve 0 1 2 0 2
Moderad 1 2 4 2 0
0
Severo 3 0 0 4* 0

* p < 0.05, Kruskall Wallis
Cuadro 5. Muestra el grado de expresion de HIF-1a en la cicatrizacion brpnquial

post ATPM.
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8. DISCUSION

El trasplante pulmonar (TP) puede presentar complicaciones en la cicatrizacion
bronquial debido a la deficiente circulacion bronquial e inmunosupresién que alteran
la angiogénesis, neovascularizacion 'y una adecuada cicatrizacion
(2,3,11,12,13,52). Aunque hasta la fecha se han intentado diferentes estrategias
para solucionar este problema, ninguno ha mostrado ser 100% exitoso (2), por lo
que al igual que en otros tejidos (traquea, piel etc) es necesario probar el uso de
MDC con el fin regular dicha cicatrizacién postrasplante (67,68); por esta razén en
este estudio, evaluamos el efecto del tratamiento con PIRFE y CPVP sobre la
expresion del VEGF y el HIF-1 o en la CBPT y su relacion con los cambios clinicos,
tomograficos, macroscopicos y microscépicos en ratas con ATxPM.

En este estudio utilizamos el modelo de autotrasplante pulmonar modificado porque
este elimina el fendmeno de rechazo, sin embargo; administramos
inmunosupresores para que ejercieran su efecto sobre la cicatrizacion bronquial y
asi poder evaluar directamente el efecto que tienen los MDC sobre la anastomosis
bronquial tratada con inmunosupresores, como lo han descrito otros autores (80).
En este estudio todos los animales mostraron estridor en la primera semana
postcirugia, debido a la seccion y la sutura utilizada en la reanastomosis del
bronquio ocasionaron irritacion e inflamacion de la mucosa de la anastomosis y la
formacion de moco, como lo han descrito varios autores que han estudiado el uso
de MDC en las estenosis traqueales (67,68,70).

Por otro lado, la reduccién de la luz bronquial postrasplante observada en los

animales del grupo Il en los estudios tomograficos y morfométricos indicaron la
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presencia de estenosis bronquial y esta fue la responsable de disnea que
mostraron estos animales. Sin embargo estos hallazgos no coinciden con los
observado en otros estudios en los que se ha utilizado el colgajo de omento para
proteger la anastomosis bronquial postrasplante, los cuales han reportado que
favorece la formacion temprana de una red de capilares, a partir del cuarto dia
postcirugia, los cuales se originan en el epiplon que rodea el bronquio, favoreciendo
asi una buena cicatrizacion. También mencionan que la estenosis bronquial
postrasplante que se produce a nivel de la anastomosis o mas distalmente puede
ser originada como una manifestacion de rechazo celular, lo cual no se pudo haber
presentado en nuestro estudio porque se trata de un autotrasplante (2, 81,
82). Ademas, la disminucién de la luz bronquial también pudo ser ocasionada
porque el epipldn permiti6 mantener una mayor migracion natural de células
inflamatorias hacia el tejido dafiado, con la consecuente formacion de tejido de
granulacidon; como se ha observado en otros modelos de autotrasplante de la via
aérea (83,84). Cabe mencionar, que la presencia de estenosis bronquial en el grupo
Il no se vio influenciada por el tratamiento inmunosupresor ya que los esteroides
no evitan las complicaciones postoperatorias tempranas de la anastomosis
bronquial después del trasplante de pulmon como lo menciond Kim et al. al evaluar
el uso preoperatorio de corticosteroides en las complicaciones en la cicatrizacion
bronquial postrasplante (85). Asi mismo, pudo ser ocasionado porque estos
animales solo recibieron la inmunosupresion, a diferencia de los grupos lll y IV que
recibieron la PIRFE y la CPVP, respectivamente, los cuales son MDC que tienen
propiedades antiinflamatoria y antifibréticas (67). Se debe de hacer mencién que los

grupos tratados con los moduladores de la cicatrizacion no presentaron estenosis
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bronquial, ni disnea porque el mecanismo de accion de estos favorece la
cicatrizacion con menor fibrosis e inflamacion tanto macroscépica como
microscopica (67).

En cuanto a las adherencias, estas se presentaron por la manipulacion quirurgica y
fueron mas severas en los grupos | y Il, porque estos animales no recibieron
tratamiento con MDC. La presencia de adherencias en el grupo Il puede deberse al
aumento de la migracién de celulas inflamatorias, sobre todo de marcéfagos hacia
el sitio donde se presenta la inflamacién (anastomosis bronquial) y esto a su vez
produce rapidamente una capa de fibrina para permitir la adhersion a esa zonay en
el transcurso de unos dias la fibrina empezara a organizarse, favoreciendo la
migacion de fibroblastos y la produccion de colageno que termina con la formacion
de densas adherencias (86).

En relacién a la inflamacion y fibrosis microscépica, esta se presenté con mayor
frecuencia e intensidad en las ratas del grupo | y Il, ya que no recibieron tratamiento
con efecto antiinflamatorio, mientras que la mayoria de las ratas de los grupos lll y
IV (tratados con pirfenidona o CPVP) no se identifico la presencia de inflamacion,
porque estos farmacos inhiben la respuesta inflamatoria mediada por las células
dendriticas con lo cual inhibe la activacion de los linfocitos T y de los macréfagos,
al inhbir a este ultimo grupo celular, también se inhiben la produccién de citocinas
proinflamatorias como la IL-1, TNF alfa, TGF-p y PDGF (87-89). En cuanto a la
fibrosis, se ha observado en la cicatrizacion traqueal, que ambos medicamentos
regulan la proliferacién de fibroblastos y su transformacién a miofibroblastos, por

medio de la inhibicién de la citocinas y factores de creciminento. Como TNFa y TGF-
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B Dentro del mecanismo de accion antifibrétco de la CPVP inhibe la expresion de
PDGF, IL-1B, TNF «, favoreciendo el recambio de los componentes del tejido
conjuntivo con la consecuente eliminacion de proteinas fibrosas (70, 89, 90).

Por otro lado, la neovascularizacion (NV) observada histologicamente fue mayor en
el grupo 1V, coincide con lo observado en los estudios experimentales de traquea
en los que se menciona que la CPVP estimula la NV sin embargo aun se desconce
su mecanismo. En relacién a nuestros hallazgos de NV del grupo lll, no concuerdan
con lo descrito en otros estudios, ya fue minima lo cual nos hace pensar que
posiblemente su uso en combinacion con los inmunosupresores, no permite que la
PIRFE tenga sus efectos proangiogénicos como se ha observado en otros tejidos.
Cabe mencionar que su expresion también fue leve en la mayoria de las ratas en el
grupo ll, esto se puede explicar porque segun lo reportado en estudios de injertos
traqueales devascularizados, el colgajo pediculado de epiplon no puede mantener
con éxito la vascularidad en segmentos largos durante tiempos prolongados, ya que
le sumistro de sangre desde el eiplon puede verse interrumpido debido a que su
pediculo recorre una larga distancia a través de un defecto en el diafragma (81,82).
La presencia de neovascularizacion leve en el grupo sin tratamiento, se puede
explicar, porque no hubo reestablecimiento de la circulacion bronquial de manera
inmediata, debido a la ausencia de anastomosis de los vasos bronquiales, sin
embargo se ha demostrado en diversos estudios el establecimiento de una red
precoz de vasos que rodea a la anastomosis desde los primeros 14 dias (72), y que

a partir de la 4°semana una fina red de ciculacion bronqual es detectable (92).
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La evaluacion inmunohistoquimica mostré que todos los bronquios hubo expresion
de VEGF porque esta es una proteina que esta involucrada en la vasculogénesis
(formacidén de novo del sistema circulatorio embrionario) y en la angiogénesis
(crecimiento de vasos sanguineos provenientes de vasos preexistentes). Ademas
porque su expresion esta regulada por diversos mecanismos, entre los que
sobresale la hipoxia (como la que se produjo al seccionar el bronquio) y la presencia
de citocinas proinflamatorias. También se expresd porque la hipoxia estimulé la
produccion de HIF-1a que se observé en este estudio, y esto estimulé la produccién
de VEGF (32) . Cabe mencionar que hubo mayor neovascularizacion microscopica
en los animales del grupo IV porque la CPVP estimula la produccion de este factor
como lo observo Castro et.al. (33) al estudiar su expresion en en el sindrome del
tunel del carpo y su asociacion con la aplicaciéon de Colageno y Polivinipirrolidona.
in vitro. Este hallazgo de nuestro estudio puede responder a lo reportado en otros
estudios en los que se utilizé la CPVP para modular la cicatriz traqueal y que
mencionan que los animales tratados con este farmaco presentan una mejor
neovascularizacién, pero no saben cual fue la via que la estimulo (68,70). Con base
en esto se podria pensar que uno de los mecanismos responsables de la
neovascularizaciéon estimulada por la CPVP es a través de produccion del VEGF.

Por otro lado, en este estudio se observd expresion de HIF-1a en la cicatriz
bronquial de todos los grupos de estudio porque la seccion de este ocasion¢ falta
de aporte sanguineo e hipoxia en el sitio de la anastomosis y este es un factor que
se produce por la hipoxia; sin embargo, se observo menor expresiéon de este factor
en los anillos bronquiales sanos porque en estos no se realizdé ningun procedimiento

quirargico y no se presentd hipoxia, lo cual ocasiono la degradacién del mismo, ya
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que es muy labil en presencia de oxigeno (32-35). En este estudio encontramos una
mayor expresion del mismo en el grupo IV, posiblemente porque todavia tenian
areas sin perfusion, aun después del reestablecimiento del flujo sanguineo y todavia
mostraban zonas hipoxicas. Por otro lado, también pudo ser ocasionado porque
aunque sea leve presentan un grado de inflamacién crénica como lo describieron
algunos autores que han estudiado la presencia de este factor en el ligamento de
pacientes con sindrome del tunel del carpo tratados con CPVP y mencionan que
tanto el HIF-1a y el VEGF se expresan en este ligamento porque se encuentran en
una fase cronica de la enfermedad; sin embargo la CPVP modifica la matriz
extracelular e incrementa la proliferacion de poblaciones celulares, especificamente

las células del endotelio vascular (33).

9. CONCLUSION

La administracion SC por cuatro semanas de CPVP en ratas con ATxPM mejora la
la produccion de HIF1 y VEGF en la cicatriz de la anastomosis bronquial y mejora
la cicatrizacion macroscépica y microscopica bronquial;, ademas de favorecer la

buena evolucién clinica y tomografica.
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