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RESUMEN

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja de fosfolipidos y proteinas especificas que
tienen muchas funciones esenciales. Su papel en el asma no se ha establecido claramente, pero
existe evidencia en modelos murinos del rol que desempefian las proteinas SP-A y SP-D en la
respuesta alérgica inflamatoria de la via aérea. La fosfatidiletanolamina (PE), es un fosfolipido
componente del surfactante pulmonar que resulta de interés especial al existir evidencia de que
posee propiedades antifibrosantes en modelos in vivo de fibrosis pulmonar (5) asi como de inducir
decremento en la expresion de fibras de coldgena en un modelo murino de asma cronico (7); sin
embargo, la funcién que los fosfolipidos del surfactante pulmonar pudieran tener sobre la
inflamacién de la via aérea en el asma en comparacion con la funcion que tienen las proteinas, no
esta dilucidada.

En el presente estudio, utilizamos un preparado de surfactante pulmonar exdgeno
enriquecido con el fosfolipido fosfatidiletanolamina, pero carente de las proteinas SP-A y SP-D.
Encontramos que nebulizando el surfactante enriquecido con PE a una dosis de 400 mg/Kg de
peso, a una concentracion de 25 mg/ml como tratamiento en ratones con asma crénico con
remodelacion de la via aérea se atenu0 visiblemente la inflamacion perivascular, peribronquial y
del parénquima pulmonar; también se observo que el area de inflamacion en los vasos y bronquios

disminuyd en comparacion con los ratones asméticos que no recibieron el tratamiento.



INTRODUCCION

El asma es la enfermedad respiratoria crénica mas frecuente en el mundo. Se describe
como una enfermedad heterogénea usualmente caracterizada por inflamacién crénica de la via
aérea, siendo diagnosticada clinicamente por sintomas respiratorios como sibilancias, dificultad
respiratoria, opresion en el pecho y tos, que varian en tiempo e intensidad, acompafiados con una
limitacion variable del flujo de aire espirado (1).

Es considerada una de las enfermedades no transmisibles mas importantes en el mundo
por ser causa de incapacidad en la poblacion que la padece. Contribuye con menos del 1% de
todas las muertes en la mayoria de los paises. En el 2016, la Carga Mundial de Enfermedades
Estudiadas (GBD, por sus siglas en inglés) reportd 420 millones de muertes en el mundo a causa
de asma (2). Cifras recientes del Foro Internacional de Sociedades Respiratorias (FIRS, por sus
siglas en inglés), estiman que hasta 334 millones de personas en el mundo la padecen.

La prevalencia del asma se esté incrementando en todo el mundo. El 14% de los nifios en
el mundo experimentan sintomas de asma, siendo mayor en los grupos de 10 a 14 afos, en los
adultos jovenes (edad de 18-45 afios) el porcentaje es del 8.6%. El 4.5% de los adultos jévenes
han sido diagnosticados con asma y/o estan tomando un tratamiento para dicha enfermedad (2).

La incidencia anual de asma en México es de 2.78 por 1,000 habitantes. En la ciudad de
México de aproximadamente 5% mientras que en Mérida Yucatan es de hasta el 12%. Esta
variabilidad también se correlaciona de forma inversa con la altitud de la region y de forma directa
con su temperatura. Su frecuencia también se ve incrementada en algunas épocas del afio siendo
mas frecuente entre octubre y enero (3).

A pesar del vasto conocimiento acerca de la enfermedad, alin no existe un tratamiento eficaz que
permita erradicarla, ademas resulta frecuente en la practica médica el subdiagndstico que aunado
al subtratamiento, incrementan las hospitalizaciones y deteriora la calidad de vida de los pacientes

(4).

Algunos estudios han reportado que la administracion exdégena de surfactante pulmonar
tiene efectos positivos en cuanto a la mejora en la funcién pulmonar en modelos de animales y
pacientes con asma. En el Laboratorio de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina BUAP,
se ha demostrado que la fosfatidiletanolamina (PE) disminuye la inflamacion y la fibrosis pulmonar
inducida por bleomicina en ratones (5). Ademas, se ha visto que la aplicacién de surfactante
enriquecido con PE por via inhalada en un modelo murino de fibrosis pulmonar disminuye la

concentracion de colagena en los pulmones y la inflamacién. (6). Se ha encontrado que el



surfactante pulmonar exdgeno enriquecido con PE, atenda la fibrosis inducida por la exposicién

prolongada a alérgenos en ratones con asma (7).

ANTECEDENTES GENERALES

El asma es una patologia compleja de las vias respiratorias con multiples fenotipos que
afecta tanto a niflos como a adultos. Es definida por sus caracteristicas clinicas, fisiologicas e
histopatolégicas y de acuerdo con la definicion de la estrategia global para el manejo y prevencién
del asma (GINA), es definida como “una enfermedad inflamatoria cronica de la via aérea, en la cual

diversas células y elementos celulares desempefian un papel importante.

FISIOPATOLOGIA
En el asma inducida por alérgenos estan implicados una variedad de células y mediadores.

Las células dendriticas captan a los antigenos, los procesan y los modulan por medio de la
secrecion de citocinas y quimiocinas, lo que resulta en una respuesta de células T hacia una
respuesta de células T cooperadoras tipo 2 (Th2). Las células Th2, a su vez, estimulan alas células
B por medio de IL-4, activan a los eosindfilos por medio de IL-5 e inducen la produccion de moco
y la remodelacion tisular por medio de la IL-13. Cuando los alérgenos se unen a la IgE en la
membrana de los mastocitos o basdfilos, estas células efectoras liberan grandes cantidades de
mediadores almacenados intracelularmente, tales como la histamina y los leucotrienos que
provocan broncoconstriccion. Los genes criticos que determinan posiciones relativas de las

citocinas Th2 y median los efectos relevantes del asma estan en el proceso de ser definidos (8).

CLASIFICACION
Se han desarrollado distintos fenotipos para abordar las complejidades de la enfermedad.

Un fenotipo se refiere a las caracteristicas clinicas de la enfermedad, pero no muestra la relacion
entre la etiologia y la fisiopatologia. Ademas, diferentes mecanismos patégenos pueden causar
sintomas similares de asma y estar presentes en un mismo fenotipo. Estos mecanismos se definen
como endotipos. En términos generales, un fenotipo de asma describe las caracteristicas
clinicamente observables, caracteristicas fisiolégicas, morfolégicas y bioquimicas sin relacion
directa con la fisiopatologia subyacente. Los endotipos, por el contrario, describen los subtipos de

una enfermedad, en base a una etiologia concreta y a un mecanismo patdgeno consistente (9).

Tipicamente, un paciente con asma se analiza en términos de los fenotipos de la
enfermedad (10).



De acuerdo con GINA, muchos fenotipos han sido identificados, pudiendo clasificar el asma

de acuerdo a ellos como sigue:

» Asma alérgica: fenotipo mas facil de reconocer, que a menudo comienza en la infancia y
se asocia con una historia pasada y/o familiar de enfermedades alérgicas, como eczema, rinitis
alérgica o alergia a alimentos o medicamentos. El examen del esputo inducido de estos pacientes
antes del tratamiento a menudo revela una inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias. Los
pacientes con este fenotipo de asma generalmente responden bien al tratamiento con

corticosteroides inhalados (ICS).

» Asma no alérgica: algunos adultos tienen asma que no esta asociada con la alergia. El

perfil celular del esputo de estos pacientes puede ser neutrofilo, eosinéfilo o contener solo unas
pocas células inflamatorias.

+ Asma de inicio tardio: algunos adultos, especialmente mujeres, se presentan con asma

por primera vez en la vida adulta. Estos pacientes tienden a ser no alérgicos y, a menudo, requieren
dosis mas altas de ICS o son relativamente refractarios al tratamiento con corticosteroides.

» Asma con limitacién de flujo de aire fijo: algunos pacientes con asma de larga evolucion

desarrollan una limitacion de flujo de aire fija que se cree que se debe a la remodelacion de la

pared de las vias respiratorias.

» Asma con obesidad: algunos pacientes obesos con asma tienen sintomas respiratorios

prominentes y poca inflamacion eosinofilica de las vias respiratorias (1).

Los mecanismos inmunologicos (endotipos), pueden llevar a los sintomas clinicos
(fenotipos), por lo que la identificacion de estos endotipos, permite desarrollar terapéuticas muy
especificas dirigidas a las alteraciones inmunologicas y asi tratar de manera efectiva la
sintomatologia severa (11).

INFLAMACION EN EL ASMA Y REMODELACION DE LA ViA AEREA
Actualmente, se tiene conocimiento que el asma es una enfermedad inflamatoria de la via

aérea en donde intervienen células inmunitarias, como son los eosinofilos, linfocitos Th y
mastocitos. El proceso fisiopatologico de la inflamacién se encuentra regulado en la mayoria de
los casos, a cargo de la inmunidad tipo 2 estimulada por células Th2. Una vez que el epitelio de la
via aérea entra en contacto con el alérgeno, se liberan citocinas como IL-33y linfopoyetina estromal
timica (TSLP) que inducen la expresion del ligando OX40 en las células dendriticas para promover
su migracioén hacia los nédulos linfaticos donde activan a los linfocitos T-CD4+. Una vez activados,

los T-CD4+ migran hacia las zonas de células B, donde se diferencian en linfocitos foliculares T
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cooperadores y estos migran hacia la circulacion para convertirse en linfocitos T cooperadores
maduros. Una vez maduros, los Th2 viajan hacia el epitelio de la via aérea y a la mucosa
subepitelial y secretan IL-5 e IL-13 para el reclutamiento y acumulacion de eosinéfilos (24).

El reclutamiento selectivo de los eosindéfilos hacia el epitelio se produce en respuesta a la
produccion de quimiocinas especificas a eosindéfilos como la eotaxina, que ejercen su efecto a
través del receptor transmembranal acoplado a proteina G, CCR3. Los eosinofilos son capaces de

producir y liberar enzimas y especies reactivas de oxigeno que dafan el epitelio (25). (Figura 3).
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Figura 1. Respuesta inmune tipo 2 en el asma. El estimulo alergénico activa a las células dentriticas (DC) del epitelio
de la via aérea (1), las cuales liberan citocinas como IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP) (2) que inducen la
expresion del ligando OX40 (3) para promover su migracién hacia los nddulos linfaticos (4) donde activan a los linfocitos
T-CD4+. Una vez activados, los T-CD4+ se diferencian en linfocitos foliculares T cooperadores y estos migran hacia la
circulacion para convertirse en linfocitos T cooperadores maduros (5). Una vez maduros, los Th2 viajan hacia el epitelio
de la via aéreay a la mucosa subepitelial y secretan IL-5 e IL-13 (6) para el reclutamiento y acumulacion de eosindfilos
(7). Imagen extraida de Fahy JV. Type 2 inflammation in asthma-present in most, absent in many. Nature Reviews
Immunology 2015;15(1):57-65.

Los estudios histopatol6gicos demuestran variaciones estructurales en la via aérea de los
pacientes afectados en comparacién con sujetos sanos, lo cual se ha denominado remodelacion
de la via aérea. La remodelacion de la via aérea se define generalmente como cualquier cambio



en la composicién, distribuciéon, espesor, masa o volumen y/o numero de componentes
estructurales observados en la pared de las vias respiratorias de los pacientes en relacion con
individuos sanos (26).

La fisiopatologia de la remodelacion de la via aérea lleva a cabo dos procesos
fundamentales: 1) Regeneracién del parénquima dafiado para restablecer la estructura y
funcionamiento normales del tejido; 2) el reemplazo del tejido dafiado por tejido fibroconectivo, el

cual puede o no ser funcional (27).

Estos procesos involucran una serie de cambios estructurales como cambios epiteliales,
cambios en la membrana basal, cambios en las células productoras de moco, remodelacion del
cartilago e infiltrado inflamatorio, que como se mencion0 anteriormente, es de predominio
eosinofilico (28).

La integridad fisiologica del epitelio se mantiene a través de interacciones intercelulares y
extracelulares que involucran uniones adherentes, desmosomas y hemidesmosomas, en el asma
ocurre disrupcion epitelial, descamaciéon y pérdida de superficie. Se provoca un proceso de
reparacion, que resulta en una regeneracion completa del epitelio cilindrico con una proporcién
normal de células caliciformes y ciliadas, o si el dafio es repetitivo se puede presentar hiperplasia
de mas células caliciformes o metaplasia de las células ciliadas (29).

La fibrosis subepitelial es considerada un componente importante en la remodelacion de la
via aérea por asma tanto en adultos como en pacientes pediatricos. La membrana basal del epitelio
respiratorio se compone de dos capas: la lamina basal y la ldmina reticularis, compuesta de
colageno, en la cual se observan los cambios estructurales. Aunque no se conoce el proceso
exacto de estos cambios, algunos estudios han sugerido que los eosinodfilos activados se
encuentran involucrados en este proceso, a través de la liberacién de citocinas tales como el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B), el cual es una potente citocina proinflamatoria que se
sintetiza también en otras células como fibroblastos, macréfagos, linfocitos, células epiteliales, y
que estimula la produccion de matriz extracelular (30).

Las células caliciformes se encargan de la produccién de mucina y secrecion de
glucoproteinas que funciona como una barrera protectora del epitelio. La hiperplasia de células
caliciformes y glandulas submucosas, asi como la subsecuente sobreproduccion de moco, son
componentes importantes en la fisiopatologia del asma, la mayoria de las crisis asmaticas se
relacionan con el taponamiento de la via aérea por sobreacumulacién de mucosa. Ademas, se ha
observado un fendbmeno de metaplasia a causa tanto de la activacion de receptores para el factor

de crecimiento epidermoide en las células epiteliales, como por el factor de crecimiento
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transformante alfa (TGF-a), cuya produccién es inducida también por IL-4 e IL-13 durante el

proceso de inflamacion crénica mediada por células Th2 (31).

La principal funcion del cartilago es proporcionar estabilidad a la via aérea. Se ha observado
gue en pacientes asmaticos existe degradacién del cartilago, asi como incremento del tejido
conectivo, provocando fibrosis peribronquial (27).

Se puede considerar esta remodelacion como consecuencia de un proceso inflamatorio
cronico que al reparar de forma prolongada la via aérea produce alteracion en su estructura, 1o
cual puede asociarse a la sintomatologia progresiva de la enfermedad, ya que algunos de estos
cambios se han relacionado con la severidad del padecimiento y pueden resultar en un
estrechamiento irreversible del lumen de la via aérea (32)



ANTECEDENTES ESPECIFICOS

SURFACTANTE PULMONAR
El surfactante endégeno es una capa delgada de fluido, que disminuye la tension superficial

entre la interfase gas-aire en los pulmones. Es producido por las células alveolares tipo 2 (AT-II)
de los pulmones. Este agente es esencial para el intercambio eficiente de gases y para mantener
la integridad estructural alveolar. El surfactante es un producto de secrecion, compuesto por lipidos
y proteinas. La fosfatidilcolina y el fosfatidilglicerol son los principales lipidos constituyentes y SP-
A, SP-B, SP-C y SP-D son cuatro tipos de proteinas asociadas al surfactante (12).

Los datos sobre la composicion del SP difieren ligeramente de un estudio a otro, pero las
tendencias globales son bastante congruentes. En este sentido, una composicion representativa
de la sustancia tensioactiva pulmonar seria: 80 a 85% de fosfolipidos (en peso), con elevado
contenido de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), 5 a 10% de lipidos neutros, y 5 a 10% de proteinas,

parte de ellas en la forma de apoproteinas especificas (13;14). (Figura 1).
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Figura 2. Estructura del surfactante pulmonar. Imagen tomada de Grupo BIOMIL [Internet]. Biofisica de Membranas
e Interfases Lipo-proteicas; c2019Available from: http://www.bbm1.ucm.es/biomil/index.html (15)

La fosfatidilcolina conforma aproximadamente el 80% de los lipidos totales y cerca de dos
terceras partes del total del surfactante. En condiciones normales, aproximadamente el 70% de
sus acidos grasos estan saturados, siendo el acido palmitico el mas comun. Otros lipidos que
componen al SP son: fosfatidilglicerol (PG), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) entre
otros; el 10 % restante estd compuesto por otros lipidos principalmente colesterol y fosfatidilserina,
esfingomielina y lisofosfatidilcolina. La DPPC se considera el compuesto mas activo para disminuir
la tension superficial alveolar, pero la presencia de otros componentes, como el fosfatidilglicerol, o

fosfatidilinositol, asi como las proteinas, resultan imprescindibles para una adecuada disposicion


http://www.bbm1.ucm.es/biomil/index.html

espacial, redistribucion y probablemente reutilizacion del surfactante (16;17). Actualmente, se
reconoce la presencia de al menos 4 apoproteinas, denominadas SP-A, SP-B, SP-C y SP-D (18).
En general, son moléculas con propiedades antipéaticas o francamente hidrofébicas, la mayoria de
ellas con muchas modificaciones postraduccionales, cuyas funciones méas importantes son las
siguientes: a) aumento de la actividad biofisica del SP; b) asociacion con otros componentes del
SP; c¢) formacién de la mielina tubular; d) participacion en los fenébmenos de secrecion, recambio y
aclaramiento del SP en el alvéolo; ) como moduladores de los mecanismos de defensa del pulmon
(19). La combinacién de estas propiedades es fundamental para el comportamiento dinamico de
los alvéolos y evitar el colapso de estos durante la espiracion (13).

La principal funcién del surfactante pulmonar es la reduccion de la tension superficial dentro
del alvéolo durante los movimientos respiratorios, con la participacion de las proteinas SP-B y SP-
C en la adsorcion de los fosfolipidos. La tension superficial de un liquido es la energia necesaria
para disminuir su superficie por unidad de area. De esta manera impide el colapso de los alvéolos
durante la espiracion. Esto se expresa por medio de la ley de la Laplace para una superficie
esférica:

Donde vy representa la tension superficial. Por medio de esta ecuacion podemos entender
la dinamica de los movimientos respiratorios; durante la inspiracién el radio del alvéolo aumenta y
con ello disminuye la presion. Por lo tanto, en cada ciclo existe una mayor presion intraalveolar
antes de llevarse a cabo la inspiracion, asi como también para los alvéolos mas pequefios. Gracias
a las propiedades del surfactante pulmonar, esta presion se reduce y se evita el colapso alveolar
(Figura 2). Los fosfolipidos del SP tienen la caracteristica de poseer propiedades antipaticas (un
grupo polar y uno no-polar), que permite la organizacion y desorganizacion de una pelicula en la

interfaz agua-aire durante los movimientos respiratorios (18;20-22).
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green circles
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Figura 3. Funcion del surfactante pulmonar explicada por la ley de Laplace. Imagen tomada de: Universidad
Auténoma de barcelona [Internet]. Fisiologia Respiratoria: Introduccion y ventilacion; c2019Available from:
https://www.studocu.com/es/u/2463872 (23)

SURFACTANTE PULMONAR Y LA RESPUESTA ALERGICA INFLAMATORIA DE LA ViA
AEREA
Para iniciar la inflamacion alérgica de la via aérea se requiere la inhalacién de particulas

alergénicas y la deposicion de éstas en el tracto respiratorio bajo, es entonces cuando estas
particulas entran en contacto con el surfactante pulmonar. Existen estudios que evidencian la
participacion de las proteinas SP-D y SP-A del surfactante en este proceso, uniéndose
efectivamente a un alérgeno comun derivado del &caro del polvo doméstico (33). Posteriormente,
en otro estudio mas reciente se mostrd que la liberacién de éxido nitrico (NO) de los macrofagos
estimulados con Der p, un alérgeno derivado del acaro Dermatophagoides pteronyssinus, se
inhibio posteriormente en presencia de SP-D (34).

Durante la inflamacion, cuando se dafia el epitelio, la interaccién entre las células
dendriticas inflamatorias invasoras y la proteina SP-D podria aumentar. Como se mencion6
anteriormente, las células dendriticas, son células presentadoras de antigeno que sensibilizan al
epitelio e inducen el inicio de larespuesta inflamatoria. Se ha demostrado que SP-A 'y SP-D inhiben
la maduracién de células dendriticas (35).

También se ha visto que las proteinas del surfactante tienen un efecto de supresion en la
funcién de linfocitos T. Por ejemplo, un estudio en un modelo murino de asma, demostré que la
proliferacién de linfocitos T como respuesta a un alérgeno fue inhibida en presencia de SP-A 'y SP-
D, lo cual se vio reflejado por la reduccion en la produccion de IL-2 por los linfocitos (36).
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En otro estudio, se demostr6 que SP-D se uni6 a los eosindfilos activados e inhibio la

degranulacion de los mismos (37).

Podemos concluir que los principales componentes del surfactante que desempefian un rol
importante en la inflamacion alérgica son las proteinas solubles SP-A y SP-D, pues regulan y se
unen a una variedad de células inmunitarias/efectoras presentes en el curso de la inflamacion

alérgica de la via aérea.

Algunos estudios han puesto en evidencia que las proteinas hidrofilicas SP-D y SP-A del
surfactante pulmonar desempefian un rol como inmunomoduladores de la respuesta inflamatoria
inducida por alérgeno, por lo que tal vez podrian ayudar a reducir o resolver la inflamacion de la
via aérea (38). En modelos experimentales de asma en ratones deficientes de SP-A o SP-D, se
reveld la importancia que tienen estas proteinas para atenuar la respuesta alérgica de la via aérea.
Se ha reportado que estos ratones son mas susceptibles a la induccién de inflamacién alérgica
aguda de la via aérea, lo que resulta en un fenotipo inflamatorio mas severo (35). Ademas, se ha
visto que la SP-D es capaz de inhibir la quimiotaxis eosinofilica hacia la eotaxina (citocina
quimiotactica de eosindfilos) (39).

En otros estudios experimentales realizados en modelos bioldgicos con asma, se analizaron
los niveles de SP-A y SP-D en el lavado broncoalveolar (BAL) de ratones sensibilizados con OVA
y en no sensibilizados, donde la concentracion de SP-D fue significativamente méas elevada en el
modelo asmatico en comparacion con el grupo control (40;41).

En contraste, en otro estudio se ha informado que la inflamacion de la via aérea inducida
por alérgenos de acaros, disminuyen los niveles de SP-A y SP-D en BAL de ratones sensibilizados
(42).

La discrepancia de estos hallazgos aun no esté bien aclarada, pero podria deberse a los
diferentes métodos de muestreo de lavado; sin embargo, ambos estudios concluyen en que las
proteinas hidrofilicas actian como amortiguadores de la inflamacion.

El proceso de inflamacion presente en el asma es debido principalmente a la respuesta
eosinofilica, coordinada por linfocitos Th2 que activa los linfocitos B especificos para la sintesis de
IgE especifica hacia el alérgeno (4). Los eosindfilos se infiltran hacia el epitelio pulmonar, y al ser
parte de la respuesta inmune hacia agentes patdgenos, son capaces de producir y liberar enzimas
y especies reactivas de oxigeno que dafian el epitelio (25).

La fibrosis subepitelial es un rasgo caracteristico de la remodelacion de la via aérea. Este

cambio involucra el espacio subepitelial y el engrosamiento puede ser desde 7 hasta 23 mm en
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sujetos con asma, contra 4 a 5 mm en sujetos controles. La membrana basal epitelial consta de 2
estratos: la lamina basal y la lamina reticular. El engrosamiento del espacio subepitelial
corresponde a un incremento en el depoésito de colageno tipo I, I, V asi como fibronectina, laminina

y tenascina, ademas de otras sustancias incluyendo elastina y proteoglucano (43).

En el Laboratorio de Medicina Experimental, se ha observado la disminucién de la
deposicion de fibras de colagena en la fibrosis subepitelial, en un grupo de ratones tratados con
surfactante pulmonar exdgeno (beractante) enriquecido con PE, a los cuales se les indujo
remodelacion de la via aérea mediante sensibilizacion y reto crénico con extracto crudo de huevo

(7).

Es importante mencionar que la composicion de beractante es a base de tensioactivo
pulmonar bovino (fosfolipidos derivados de extractos lipidicos de pulmén bovino estandarizado por
adicion de colfolsceril palmitato, tripalmitina y acido palmitico), careciendo de las proteinas SP-A 'y
SP-D.

Hasta el momento, existen pocos estudios acerca de la accién que podria tener el
surfactante pulmonar exdgeno (carente de SP-A y SP-D) enriquecido con PE sobre la inflamacién
en un modelo murino asmatico, por lo que en el presente estudio nos hemos interesado en probar
su efecto.
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JUSTIFICACION:

El asma es una enfermedad respiratoria crénica con inflamacion de las vias aéreas que
puede afectar a cualquier ser humano y que presenta una alta prevalencia en el mundo, el 14% de
los nifios en el mundo experimentan sintomas de asma, en los adultos jovenes 8.6%. Se estima
que alrededor de 334 millones de personas la padecen. Para el afio 2011, en México, la mortalidad
estimada fue de 0.5 casos por cada 100,000 muertes de los 5 a los 34 afios (mortalidad general),

y de 14.5 fallecimientos al afio por cada 100,000 casos de asma.

En un estudio publicado en el 2002, se definieron los factores de riesgo generales para la
mortalidad, los cuales son: la severidad del cuadro, el acceso a la atencion médica, la adherencia
al tratamiento y los factores psicosociales relacionados.

La severidad del padecimiento esta estrechamente relacionada con la progresiéon de los
cambios irreversibles en la remodelacion de la via aérea como respuesta a la inflamacién cronica.

En el laboratorio de medicina experimental de la Facultad de medicina BUAP se mostro
profundo interés por el proceso de remodelacion de la via aérea en pacientes con asma. Se buscan
posibles dianas terapéuticas para el cambio anormal producido en el epitelio a causa de ciclos
repetidos de dafo y reparacion, por lo que se desarrollé6 un modelo murino de asma crénico con
remodelacion de la via aérea a partir de la sensibilizacion con ovoalbumina presente en el extracto
crudo de huevo. De entre los numerosos antigenos utilizados en la induccién de asma en ratones,
el mas comun ha sido la ovoalbumina que de manera natural, accede espontaneamente al
organismo, sobre todo por via digestiva para desencadenar alergias de origen alimentario. El
primer contacto de un individuo atépico con el alérgeno ovoalbumina induce la produccién de
anticuerpos anafilacticos especificos frente a ese alérgeno. El principal anticuerpo anafilactico es
la IgE, una molécula cuyo aumento se observa en la mayoria de los pacientes asmaticos. La IgE
producida, se une alos mastocitos del sistema respiratorio y los sensibiliza. Tras un nuevo contacto
con el alérgeno, los mastocitos activados y sensibilizados con IgE en su superficie, contribuyen
tanto al broncoespasmo como a la induccién del proceso inflamatorio mediante la liberacion de
mediadores proinflamatorios. El infiltrado de células Th, eosinodfilos, neutrofilos y mastocitos,
interactian con fibroblastos, células de musculo liso, células epiteliales y endoteliales presentes
en la via aérea a través de la secrecién de moléculas de sefializacién, que, en condiciones
crénicas, causan remodelacion de la via aérea.

Véazquez de Laray cols. demostraron que el surfactante exégeno beractante disminuye la
expresion de colageno y provoca la muerte de fibroblastos mediante apoptosis (Becerril et al.,

2017), posteriormente, en otro estudio desarrollado por ellos, dilucidaron que el fosfolipido
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mayormente implicado en ese proceso es la PE a través de una sefial intracelular de calcio en los

fibroblastos de pulmén.

Es por ello que en el laboratorio nos interesamos por investigar como posible atenuante del
grado de inflamacion histopatolégica al surfactante pulmonar exdégeno enriquecido con PE
administrado en un modelo murino asmatico con remodelacion de la via aérea y sensibilizado con

ovoalbumina.

La evaluacion de nuevas dianas terapéuticas como el surfactante pulmonar enriquecido con
fosfatidiletanolamina, puede mejorar la calidad de vida de miles de personas que cursan con dicha
enfermedad tanto en el estado de Puebla como a nivel mundial y asi mismo disminuir
significativamente la tasa de mortalidad.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de remodelacion de la via aérea en respuesta a la inflamacion cronica en el
asma desencadena alteraciones de los componentes tisulares estructurales, tal como la fibrosis
subepitelial.

En modelos experimentales de ratones con asma, se ha demostrado que las proteinas
hidrofilicas del surfactante pulmonar SP-A y SP-D, tienen un efecto inmunorregulador sobre la
inflamacién; sin embargo, actualmente no forman parte como componentes de productos

surfactantes exégenos.

En un estudio previo realizado en el laboratorio de Medicina Experimental de la FMBUAP,
se encontrd que la administracion inhalada de surfactante pulmonar exdgeno enriquecido con
fosfatidiletanolamina (PE), atenla la fibrosis inducida por la exposicion prolongada a alérgenos en
un modelo murino de asma cronico sensibilizado con extracto crudo de huevo, lo cual fue
corroborado mediante la medicion del area de tejido conectivo por tres observadores cegados, en
donde se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa en la medicion en el area de fibrosis
del grupo de controles positivos comparado con el grupo experimental (p<0.05) tratado con
surfactante enriquecido con PE , sin embargo, hasta el momento no es bien conocido el efecto del
surfactante exdgeno sobre la inflamacién en un modelo de asma crénico. Lo que nos llevé a

plantear la siguiente interrogante:

¢, Cual es el efecto del surfactante pulmonar exdégeno enriquecido con fosfatidiletanolamina
sobre el grado de inflamacién histopatol6gica en un modelo murino asmatico sensibilizado con
extracto crudo de huevo?
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HIPOTESIS

El grado de inflamacion histopatologica se atenta con la administracion de surfactante
pulmonar exégeno enriquecido con fosfatidiletanolamina en un modelo murino asmaético
sensibilizado con extracto crudo de huevo.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del surfactante pulmonar exdgeno enriquecido con

fosfatidiletanolamina sobre el grado de inflamacién histopatolégica en un modelo murino de asma
sensibilizado con extracto crudo de huevo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estandarizar una técnica de medicion del grado de inflamacion.

2. Medir el grado de inflamacién de la muestra de pulmén del modelo murino asmatico
sensibilizado con ovoalbUmina de extracto crudo de huevo, con tincion hematoxilina-

eosina con los programas Moticam 2300 y Orbit Image Analysis
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO
o Por el objetivo: comparativo

o Por la asignacion de la maniobra: experimental
o Por latemporalidad: transversal

o Por la obtencion de los datos: prolectivo

UBICACION ESPACIO TEMPORAL
El estudio se llevd a cabo en las instalaciones del laboratorio de medicina experimental de

la FMBUAP, en el periodo comprendido de enero de 2019 a julio 2019.

METODOLOGIA GENERAL (PARA TODOS LOS OBJETIVOS)
Para el modelo experimental, se emplearon ratones hembra de la cepa BALB/c de 6

semanas de edad, con un peso de 16-19 gr, siguiendo los estandares del Bioterio Central de la
BUAP vy se utiliz6 el modelo descrito por Fraga-lriso y cols., el cual utiliza ovoalbumina. En el

laboratorio se empleé extracto crudo de huevo (ECH) que contiene 60% de ovoalbumina.

Preparacion del extracto crudo de huevo. La preparacion del ECH consistio en obtener
4 gr de ECH de un huevo, se utiliz6 un batidor manual de cocina para homogeneizar la clara de
huevo hasta obtener una consistencia espumosa la cual se colocé en la incubadora Felisa a una
temperatura de 45° durante 48 horas. Posteriormente se pulveriz6 el desecado, se peso y se colocd
en un frasco estéril. Para la preparacion del ECH para la sensibilizacion intraperitoneal se pesaron
800 mg de hidroxido de aluminio en un tubo de 50 ml y se le afladieron 20 mg del ECH, después
se afladid 50 ml de solucion salina y se resuspendié con una pipeta estéril de 10 ml. Se
almacenaron a -20°C muestras alicuotas de 5 ml en tubos estériles. La preparacion de la solucion
del ECH para nebulizar consistio en pesar 2.5 mg de ECH en un matraz aforado de 100 ml con un
iman en el fondo. Se agregaron 100 ml de solucién salina y se coloc6 en la plancha de calor y
rotatoria “Thermolyne Cimarec” por 30 minutos. Se micronebulizaron 5 mly se almaceno la solucion
restante en alicuotas.

Preparacion del surfactante: Para el tratamiento con surfactante se utiliz6 beractante
(Abbott), que se expende a una concentracion de 25 mg de fosfolipidos por ml.

La PE se prepar6 con medio de cultivo (Ham F12 sin suero) a una concentracion de 20
mg/ml, utilizando un homogeneizador ultrasénico (CPX-400, Cole—Parmer, EUA) con una punta de
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13 mm, que opera a una frecuencia de 20 kHz y una amplitud de 90 ym, se sonicé a 4 °C por 2

minutos.

Para el enriquecimiento de surfactante con PE se duplicé la concentracion nativa de 0.75
mg/ml. Se suspendio la PE (Sigma) en medio F-12 Ham sin suero fetal bovino mediante sonicacion.
Se usaron 300 ul de PE en 8 ml de surfactante para una concentracion final de PE afiadida de 0.75

mg/ml.

Técnica para sensibilizar al modelo murino con extracto crudo de huevo (ECH). Se
dividieron a los ratones en 3 grupos, grupo | o grupo control negativo formado por 8 ratones, grupo
Il o grupo control positivo asméatico de 18 ratones y el grupo Ill o grupo asmatico tratado con SP
enriquecido con PE de 6 ratones

La técnica consisti6 en 3 fases: fase de sensibilizacion, fase de reto y tratamiento y fase de

sacrificio.

Fase de sensibilizacién: Se administraron intraperitonealmente 0.4 mg/ml de ECH mas 16

mg/ml de hidréxido de aluminio (AIOH) mezclados en la misma jeringa los dias 0y 14. Los controles
negativos fueron sometidos al mismo procedimiento, pero en lugar de ECH, se administré soluciéon

salina.

Fase de tratamiento y reto: Grupo I: los ratones fueron tratados con solucién salina'y 30

minutos después fueron retados con la misma solucion. Grupo Il: los ratones fueron tratados con
solucién salina y 30 minutos después fueron retados con la inhalacion de 5 ml de una solucion de
ECH al 2.5% nebulizada en NaCl al 0.9%. Grupo lll: se administr6 SP enriquecido con PE en
nebulizacion, a una dosis de 400 mg/Kg de peso a una concentracion de 25 mg/ml, 30 min antes
de cada reto con solucion de OVA. Se realizaron 24 retos los dias 21, 22, 23, 28, 29, 30, 35, 36,
37, 42, 43, 44, 49, 50, 51, 56, 57, 58, 63, 64, 65, 70, 71y 72

Sacrificio: Los animales fueron anestesiados con pentobarbital intramuscular a una dosis

de 15 mg/Kg de peso y se exanguinaron mediante seccion de la aorta.

Preparacion de los pulmones. Se disecO el pulmén izquierdo y se insufl6 con formol
amortiguado al 10% para el andlisis histopatoldgico. Se realizaron las tinciones de hematoxilina y
eosina (rutina), azul de toluidina para observar los granulos de las células cebadas, PAS (acido
peryodico de Shiff) para tefiir los mucopolisacaridos del moco del epitelio bronquial y tricrémico de

Masson, para distinguir la cantidad de colagena presente en el tejido pulmonar

Las muestras del tejido pulmonar fueron sometidas al procesamiento de deshidratacion e

inclusion en parafina. Posteriormente se hicieron cortes histolégicos de 3 a 5 micras los cueles
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fueron tefiidos con hematoxilina y eosina de acuerdo con las técnicas de tincion estandarizadas en
el Laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina de la BUAP. Se obtuvieron un total de
32 laminillas, cada una representando 1 raton.

Cortes Histologicos: Se utilizaron 32 laminillas las cuales fueron obtenidas de los 3 grupos
de ratones grupo | (grupo control negativo), grupo Il (grupo control positivo) y grupo Il (grupo
asmatico tratado con surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina). Se utilizé la

tincion de hematoxilina- eosina para tefiir células de infiltrado inflamatorio.

Cuantificaciéon de vasos, bronquios e inflamacion: Se utilizaron 2 métodos. En el primer
método por microscopia Optica, se analizaron las 32 laminillas al microscopio 6ptico, por 2
observadores distintos. Primero se separaron 3 laminillas de controles positivos y negativos donde
se mostrara o no, la presencia de inflamacién. Una vez localizadas, se colocé cada laminilla con
su cinta de identificacion de lado derecho sobre la platina del microscopio. Se evalué primero en
objetivo 4x haciendo una evaluacién por campo iniciando en el cuadrante superior derecho,
siguiendo el sentido de arriba hacia abajo y de derecha a izquierda. Posteriormente se evalud la
misma laminilla del paso anterior en objetivo 10X, donde se buscaron y contaron los vasos y
bronquios por campo, iniciando en el cuadrante superior derecho, siguiendo el sentido de arriba
hacia abajo y de derecha a izquierda. Una vez localizado en un campo el nimero de vasos y
bronquios, se evalu6 la presencia o no de inflamacién y a partir de una escala cualitativa
estandarizada, se asigné un valor numérico al grado de inflamacion observado. En el segundo
método, se utilizo el software Orbit Image Analysis, para lo cual, se obtuvieron iméagenes digitales
de las 32 laminillas anteriormente mencionadas tomadas mediante una camara digital y el
programa de imagen Moticam 2300. Se tom6 una fotografia de cada campo observado en la
laminilla, siendo en total 5 fotografias para cada laminilla. Estas fotografias se guardaron en
formato TIFF y se analizaron con el software Orbit Image Analysis por 2 observadores distintos.
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Tabla 1. Variables de medicion

VARIABLE MEDICION ESCALA VALOR
Numero de bronquios En el microscopio a un aumento de 10x se Numérica Numero de
presentes en el corte contd el numero de bronquios presentes por continua bronquiolos por
histolégico cada campo del corte histoldgico. campo

En el programa Orbit Image Analysis se
contaron los bronquios presentes en cada
fotografia de cada laminilla.

Numero de vasos En el microscopio a un aumento de 10x se Numérica Numero de vasos por
presentes en el corte conté el nimero de vasos presentes por cada continua campo
histolégico campo del corte histoldgico.

En el programa Orbit Image Analysis se
contaron los vasos presentes en cada
fotografia de cada laminilla

Inflamacién En la muestra de tejido pulmonar teflida con Numérica 0= sin inflamacion
peribronquial hematoxilina-eosina, se observo la presencia o discreta 1=leve

ausencia de infiltrado inflamatorio alrededor 2= moderado

del bronquiolo, y de acuerdo con las 3=severo

caracteristicas histolégicas descritas en la

escala estandarizada se asignd un valor.

Con el programa Orbit Image Analysis se

selecciond la region de interés en cada

fotografia de cada laminilla, donde se Numérica Valores
marcaron las clases a analizar. Se entrené al  continua adimensionales
modelo en base a las regiones de clase y se

clasifico el tejido en proporciones por clase.

Inflamacion En la muestra de tejido pulmonar teilida con  Numérica 0= sin inflamacidn
perivascular hematoxilina-eosina se observé la presencia o  discreta 1=leve

ausencia de infiltrado inflamatorio alrededor 2= moderado

del vaso, de acuerdo con las caracteristicas 3= severo

histolégicas  descritas en la  escala

estandarizada se asigno un valor.

Con el programa Orbit Image Analysis se

selecciond la region de interés en cada

fotografia de cada laminilla, donde se Numérica Valores
marcaron las clases a analizar. Se entrend al continua adimensionales
modelo en base a las regiones de clase y se

clasificd el tejido en proporciones por clase.

Inflamacion del En la muestra de tejido pulmonar tefiida con Numérica 0= sin inflamacion
parénquima hematoxilina-eosina se observara la presencia  discreta 1=leve

o ausencia de infiltrado inflamatorio alrededor 2= moderado

del bronquiolo y en correlacion a las 3=severo

caracteristicas histolégicas descritas en la

escala estandarizada se asigné un valor.

Con el programa Orbit Image Analysis se

selecciond la region de interés en cada

fotografia de cada laminilla, donde se Numérica Valores
marcaron las clases a analizar. Se entrené al continua adimensionales
modelo en base a las regiones de clase y se

clasifico el tejido en proporciones por clase.
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Metodologia para el objetivo especifico 1
Objetivo especifico 1: Estandarizar una técnica de medicién del grado de inflamacion.

Elaboracién de una escala cualitativa: Se realizaron revisiones de 5 fuentes bibliogréaficas

recientes de articulos indexados que sugerian una escala de valoracion del grado de inflamacién
perivascular y peribronquial, a partir de los cuales se establecio el siguiente método de medicion,
revisado por un experto patologo quién dictamind su aprobacion.

Tabla 2. Escala cualitativa del grado de inflamacidn segun las caracteristicas histoldgicas.

Grado de Inflamacién Equivalente numérico Caracteristicas
Sin Inflamacién 0 Tejido con caracteristicas
normales.
Leve 1 Presencia de infiltrado
inflamatorio perivascular.
Moderado 2 Presencia de infiltrado

inflamatorio perivascular, con
aumento en el numero de
células, mayor tonalidad e
escaso infiltrado inflamatorio
peribronquial.

Severo 3 Presencia de infiltrado
inflamatorio perivascular, con
mayor aumento en el nimero
de células, mayor tonalidad y
mayor infiltrado inflamatorio
peribronquial.

Andlisis de imagenes con el programa Orbit Image Analysis: El programa de andlisis de

imagenes Orbit es un programa para analizar imagenes de diferentes tejidos; integra algoritmos
gue utilizan el aprendizaje automético, basandose en un modelo de entrenamiento. Procesa
imagenes con tres modulos. El primer modulo (Tissue Quantification), realiza una clasificacion de
tejidos que se aplica para clasificar la discriminacion de regiones en una imagen. El segundo
modulo (Objet Segmentation), realiza una segmentacion de objetos que generalmente se usa para
la segmentacién de células. Un tercer médulo (Objet Calssification) que puede usarse para la
clasificacion celular, clasifica objetos segmentados. Este programa se utilizé con la finalidad de
crear un algoritmo confiable para la cuantificacion de tejido inflamatorio por 2 observadores

distintos.

Se utilizé el médulo Tissue Quantification para clasificar las distintas clases de tejido en la

imagen incluyendo el tejido inflamatorio. Para realizarlo, primero se cargé la fotografia al programa
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seleccionando en la barra de tareas la opcion Open image from a file system, para cargar laimagen
al programa, posteriormente se selecciond la opcion Configure classes para definir por colores las
clases a identificar (vaso, bronquio, alveolo e infiltrado inflamatorio). (Figura 4).

Class Configuration (F4)
9

Background

Figura 4. Configuracion de las clases a evaluar. Se selecciona el color (flecha roja) y se nombra con la
estructura correspondiente (flecha verde).

Se utilizé la herramienta Region Of Interest (ROI) para definir un &rea de interés,
seleccionando la opcion Define ROl y se dibujo la region de ejemplo alrededor de la estructura para

analizar individualmente a los vasos, bronquios y alveolos de una misma fotografia. (Figura 5)

Figura 5. Definicion del area de interés a analizar. Se selecciona la herramienta ROI (flecha verde) y se realiza el
marcaje alrededor de la estructura a analizar (flecha negra).
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Dentro de la region de interés (ROI), se marcaron areas representativas para cada clase de
tejido, para realizarlo se seleccioné la clase desde el menu desplegable de clases, posteriormente
se eligié una herramienta de dibujo (por ejemplo, poligono) y se dibujaron algunas regiones de
ejemplo a fin de mostrarle al programa las regiones representativas para cada clase de tejido
(Figura 6).

Orbit Image Analysis

=
(

Polygon

Figura 6. Marcaje de las dreas representativas para cada clase de tejido. Se selecciona la forma
para marcar el drea de tejido (corchete verde), posteriormente se dibuja sobre el tejido el area
representativa. (Flecha morada: drea representativa del fondo; Flecha azul: drea representativa del
tejido vascular; Flecha verde: area representativa del infiltrado inflamatorio.)

Seguidamente se seleccion6 la opcién Train para entrenar al modelo basado en las
regiones de clase anteriormente marcadas y después se seleccion6 la opcion Classify para
clasificar el modelo completo marcado en la fotografia. (Figura 7).
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Figura 7.Entrenamiento y clasificacion de la imagen. Se seleccién la opcién Train para
entrenar al modelo (flecha verde), posteriormente se selecciona la opcion Class

Metodologia para el objetivo especifico 2
Objetivo especifico 2: Medir el grado de inflamacion de la muestra de pulmén en el modelo

murino asmatico con remodelacion de la via aérea y con tincion hematoxilina-eosina mediante

microscopio optico y el programa Orbit Image Analysis.

Medicion mediante microscopio 6ptico: Con la metodologia general de la cuantificacion de

inflamacion anteriormente descrita, se evaluo el grado de inflamacion y se asigné un valor a partir

de la escala estandarizada antes mencionada.

Cuantificacion _de tejido celular inflamatorio con el programa Orbit Image Analysis: Al

clasificar el modelo completo con la metodologia del objetivo especifico 1 anteriormente descrita,
se obtuvieron los resultados del andlisis desplegandose una ventana donde se mostraron las
proporciones por cada clase, que, sumadas, dan como resultado 1. (imagen).

Finalmente, se realizo la validez visual de los resultados con el control deslizante inferior a
la imagen. Llevandolo hacia la derecha, se observé el mapa de clasificacion. Para cada grupo
experimental se obtuvo el area de inflamacién perivascular, peribronquial y alveolar en cada
microfotografia. Los resultados se normalizaron tomando en cuenta el &rea que ocupa cada
estructura y su nimero, con la siguiente ecuacion:

area de inflamacién en la microfotografia

area de la estructura X cantidad de estructuras en la microfotografia
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Entendemos por estructura ya sea al vaso, al bronquio o al tejido alveolar. Para el analisis
estadistico, se empled el promedio y desviacién estandar de las mediciones obtenidas de todas
las microfotografias de cada laminilla.

ANALISIS ESTADISTICO
La concordancia entre los observadores se midi® con el coeficiente de correlacidon

intraclase. En los datos obtenidos se presentaron medias y desviaciones estandar de cada grupo
experimental y de los grupos control. El analisis estadistico se realizé en el software SPSS version
23. Se hizo ANOVA con prueba post-hoc de Tuckey para comparar la diferencia entre los grupos.
Se empled el programa R ((version 3.6) y RStudio (versiéon 1.2.1335). Se consider6 como
significativa una p menor de 0.05.

Tamarfo de la muestra: Se realiz6 un estudio para una variable de respuesta continua de
un sujeto control y uno experimental, con un control por cada sujeto experimental. La variable diana
fue la presencia de inflamacién en la matriz extracelular. En un estudio previo (44), la respuesta
dentro de cada grupo de sujetos se distribuyé normalmente con una desviacion estandar de 780.
Si la verdadera diferencia en la media experimental y de control es de 1150 (nos interesa una
magnitud del efecto 50% o mayor), nosotros tendriamos que estudiar 8 sujetos experimentales y 8
sujetos control para ser capaces de rechazar la hipétesis nula de que las medias poblacionales de
los grupos experimental y control son iguales, con una potencia de 0.8 y probabilidad de cometer
el error de tipo 1 de 0.05. El calculo se hizo con el programa Power and Sample Size PS.

ASPECTOS ETICOS

El presente protocolo de investigacion siguid los lineamientos éticos establecidos por la
norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y los principios basicos de la declaracion de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial. También se siguieron los lineamientos establecidos por el
Bioterio Central de la BUAP.
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DEL METODO PARA LA MEDICION DEL GRADO DE

INFLAMACION EN EL TEJIDO PULMONAR
La medicion del grado de inflamacién se realizo por 2 observadores diferentes a partir de 2

métodos distintos siguiendo la metodologia descrita en el objetivo especifico 2. Estos fueron a
través de la observacion de las imagenes en el microscopio éptico y con la aplicacion del programa
Orbit Image Analysis. Con el primer método cada observador analizo las 32 laminillas al
microscopio optico. En cada laminilla se cuantificaron el nimero de vasos y bronquios encontrados
observando la presencia o ausencia de inflamacién alrededor de ellos, y se asigné un valor del 0-
3 al grado de inflamacion presente. Se obtuvo el promedio y la mediana de inflamacion de cada
estructura reportada por cada observador. Asi mismo, para determinar cual método resultaba mas
confiable y objetivo, ambos se evaluaron a través del coeficiente de correlacion intraclase (CClI)
para determinar la concordancia entre los datos obtenidos de los 2 observadores, observandose
gue al utilizar el método al microscopio 6ptico el CCl fue muy variable. Dependiendo de la variable
analizada, oscil6 entre 0.001 hasta 0.79 (Tabla 3).

Tabla 3. Consistencia de las mediciones entre 2 observadores con el método de andlisis al microscopio
Optico.

Medicion Observador 1 Observador 2 CClI (ICos%)* p
Numero de vasos 4109 3009 0.001 (-0.34 - 0.34) p=0.49
Mediana de inflamacién 2 1 0.79(0.62 - 0.89) p=<0.001
de vasos
Promedio de inflamacién 1 2 0.79 (0.62-0.89) p=<0.001
de vasos
Numero de bronquios 3069 4042 0.06 (-0.27 - 0.40) p=0.35
Mediana de inflamacion 1 0 0.75(0.55-0.86) p=<0.001
de bronquios
Promedio de inflamacidn 15 1 0.75(0.55 - 0.86) p=<0.001
de bronquios
Mediana de inflamacion 1 2 0.64 (0.39-0.80) p=<0.001

general

*CCl: coeficiente de correlacién intraclase. (ICgsy): intervalo de confianza al 95%.
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Con el segundo método cada observador analizé las fotografias obtenidas de cada laminilla
con el programa Orbit. De la misma manera se cuantificaron el nimero de vasos y bronquios
encontrados y mediante el algoritmo anteriormente desarrollado se medio el infiltrado inflamatorio.
Por cada observador se reportaron el promedio y la mediana de inflamacién. El CCl de las
mediciones hechas por los 2 observadores oscilo entre 0.98 y 0.99 (Tabla 4), por lo que se decidio
implementar el analisis con Orbit como el método estandarizado mas confiable para la medicion

del grado de inflamacion y la obtencion de los resultados.

Tabla 4. Consistencia de las mediciones entre 2 observadores con el método de andlisis con el programa

Orbit.
Medicion Observador 1 Observador 2 CCI (1Cos%)* p
Numero de vasos 692 692 1** <0.001
Promedio del drea de 0.42 0.43 0.99(0.99- 1) <0.001
vasos
Promedio del area de .30 0.30 1** <0.001

inflamacion de vasos

Numero de bronquios 643 641 0.99 (0.99 — 0-99) <0.001

Promedio del drea de 0.39 .40 0.99 (0.99 — 0-99) <0.001
bronquios

Promedio del drea de 0.18 0.19 0.99(0.99-1) <0.001

inflamacion de bronquios

Promedio del drea 0.39 0.41 0.98 (0.97 — 0-99) <0.001
alveolar
Promedio del drea de 0.17 0.18 0.99 (0.99 — 0-99) <0.001

inflamacion alveolar

*CCl: coeficiente de correlacién intraclase. (ICgsy): intervalo de confianza al 95%.
**Los observadores contaron el mismo numero de vasos.
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EFECTO DEL SURFACTANTE PULMONAR ENRIQUECIDO CON PE SOBRE EL
GRADO DE INFLAMACION PULMONAR EN EL MODELO MURINO DE

REMODELACION DE LA VIiA AEREA.
Desde que se demostré que la administracion de surfactante pulmonar enriquecido con PE

provoca disminucion de la deposicion de fibras de coldgena en la fibrosis subepitelial en un modelo
murino de asma con remodelacion de la via aérea, se examinoé si este fosfolipido podia tener un
efecto similar sobre el grado de inflamacion. Para este propdsito, se midié la presencia o ausencia
de inflamacion con tincion HE en los 3 grupos experimentales. La figura 1 muestra microfotografias
representativas de cada grupo en donde se pueden observar los diferentes grados de inflamacion.

H&E A B Cc

CONTROL
NEGATIVO

CONTROL
POSITIVO

PE

Figura 1. Microfotografias representativas del tejido pulmonar de los grupos experimentales. Control negativo:
sensibilizacién y retos con solucidn salina, tratamientos con sol. salina. Control positivo: sensibilizacion y retos con
ECH, tratamientos con sol. salina. PE: sensibilizacidn y retos con ECH, tratamiento con fosfatidiletanolamina. (A)
Infiltrado inflamatorio peribronquial (flechas negras). (B) Infiltrado inflamatorio perivascular (flechas negras. (C)
Infiltrado inflamatorio alveolar (flechas negras).
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Efecto de la fosfatidiletanolamina sobre el grado de inflamaci6n alveolar.
El grupo de ratones controles mostro cierto grado de inflamacion, observandose dispersiéon

en el area normalizada de inflamacion ya que el promedio del grupo control negativo fue de 34.22
+ 17.67. Sin embargo, en el grupo control positivo aumento el area de inflamacion a 56.71 + 21.84,
y en el grupo tratado con fosfatidilentanoalmina, la inflamacién disminuy6 pues el promedio fue de
29.19 £ 11.38. La diferencia fue estadisticamente significativa al compararlo con el grupo control
positivo (ANOVA con post-hoc Tuckey, p<0.001). (Figura 2).
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Figura 8. Efecto de la fosfatidiletanolamina (PE) sobre el grado del area de inflamacion alveolar normalizada en el
modelo murino de remodelacién de la via aérea. Se muestra el area de inflamacidn alveolar normalizada de cada
raton (puntos rojos) agrupados en sus respectivos grupos experimentales (Control negativo, Control positivo, PE) a
fin de mostrar el efecto de la PE sobre la misma. Los datos se obtuvieron a partir de mediciones hechas con el
programa Orbit. Las comparaciones fueron hechas con ANOVAy la prueba post-hoc deTukey. El asterisco indica una
p < 0.01. Dosis de PE empleada: 400 mg/Kg de peso a una concentracion de 25 mg/ml.

Efecto de la fosfatidiletanolamina sobre el grado de inflamacién peribronquial.
De la misma manera, el grupo de ratones controles mostro cierto grado de inflamacion

peribronquial, ya que el promedio de area de inflamacion normalizada del grupo control negativo
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fue de 0.89 = 0.65. En contraste, en el grupo control positivo la inflamacién fue mayor pues el
promedio aumenté a 9.6 + 4.9, mientras que en el grupo tratado con fosfatidiletanolamina
disminuy6 a 3.69 £ 1.99. La diferencia fue estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo control positivo. (ANOVA con post-hoc Tukey, p<0.001). (Figura 3).
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Figura 9. Efecto de la fosfatidiletanolamina sobre el grado del area de inflamacion bronquial normalizada en el
modelo murino de remodelaciéon de la via aérea. Se muestra el area de inflamacidn bronquial normalizada de cada
ratdn (puntos rojos) agrupados en sus respectivos grupos experimentales (Control negativo, Control positivo, PE) a
fin de mostrar el efecto de la PE sobre la misma. Los datos se obtuvieron a partir de mediciones hechas con el
programa Orbit. Las comparaciones fueron hechas con ANOVA y la prueba post-hoc deTukey. El asterisco indica una
p < 0.01. Dosis de PE empleada: 400 mg/Kg de peso a una concentracion de 25 mg/ml

Efecto de la fosfatidiletanolamina sobre el grado de inflamacién perivascular.
En el grupo de ratones controles se mostré cierto grado de inflamacion, pues el promedio

de area de inflamacion perivascular normalizada del grupo control negativo fue de 1.14 + 0.79. Sin
embargo, en le grupo control positivo aumenté el area de inflamacion a 21.66 + 12.85, mientras
que en el grupo tratado con fosfatidilentanolamina la inflamacién disminuyd, pues el promedio fue
de 5 + 2.9. La estadistica hecha con ANOVA y prueba post hoc de Tukey demostré que hay

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos control negativo y control positivo, 1o que
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comprueba que en el grupo asmatico tratado con surfactante pulmonar enriquecido con PE

disminuy6 significativamente el grado de inflamacion perivascular (p < 0.01). (Figura 4).

* *

- [ & ]
[
=]
N
= 40-
C
(=]
|
[ =
2
L&) ]
g [ ]
o
qE -
— -
g LI
(8]
@
§20- .
i3] -
o -
fo] * .
o .
e .

-
» O -
L ]
[ ]
| - = —
D L : a - ]
1 1 1
Caontrol negativo Contral Positivo PE
Grupo

Figura 10. Efecto de la fosfatidiletanolamina sobre el grado del area de inflamacidén vascular normalizada en el
modelo murino de remodelaciéon de la via aérea. Se muestra el area de inflamacidn vascular normalizada de cada
ratdn (puntos rojos) agrupados en sus respectivos grupos experimentales (Control negativo, Control positivo, PE) a
fin de mostrar el efecto de la PE sobre la misma. Los datos se obtuvieron a partir de mediciones hechas con el
programa Orbit. Las comparaciones fueron hechas con ANOVA y la prueba post-hoc deTukey. El asterisco indica una
p < 0.01. Dosis de PE empleada: 400 mg/Kg de peso a una concentracion de 25 mg/ml
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DISCUSION

El surfactante pulmonar es una mezcla compleja de fosfolipidos y proteinas especificas que
tienen muchas funciones esenciales. Su papel en el asma no se ha establecido claramente, pero
existe evidencia en modelos murinos del rol que desempefian las proteinas SP-A y SP-D en la
respuesta alérgica inflamatoria de la via aérea. Por ejemplo, en el contexto clinico, la SP-D se ha
postulado como un marcador de actividad de la enfermedad, ya que se ha observado que niveles
altos en el esputo y lavado bronquioalveolar de pacientes asméticos, se relacionan con la severidad
de la enfermedad, con los cambios en el espesor de la membrana basal y en el area de musculo
liso, también se sabe que estd involucrada en la eliminacion de patdégenos, células
apoptdticas/necréticas y en la modulacién de la inflamacion alérgica (45;46). Ademas, se ha
demostrado que un fragmento recombinante de SP-D humana suprime la inflamacion alérgica
proinflamatoria impulsada por los linfocitos Th2, inhibe la produccion de IgE y muestra efectos
terapéuticos al disminuir la eosinofilia pulmonar en la inflamacion alérgica causada por polen en
modelos murinos experimentales (47). Otro componente del surfactante que se ha relacionado con
el asma es la proteina SP-A. Existe evidencia de que en ratones knock-out para SP-A aumenta la
gravedad de la inflamacion en afecciones como el asma (48). Ademas esta descrito que regula 'y
controla las sefiales proinflamatorias que desencadena la inmunidad del huésped en respuesta a
la exposicion a alérgenos y participa en la modulacion de eosindfilos relacionados con la gravedad
de la enfermedad.(49).

Otro componente importante del surfactante pulmonar es la fosfatidiletanolamina (PE), un
fosfolipido que resulta de interés especial al existir evidencia de que posee propiedades
antifibrosantes en modelos in vivo de fibrosis pulmonar (5) asi como de inducir decremento en la
expresion de fibras de colagena en un modelo murino de asma crénico (7); sin embargo, la funcién
que los fosfolipidos del surfactante pulmonar pudieran tener sobre la inflamacion de la via aérea

en el asma en comparacion con la funcién que tienen las proteinas, no esta dilucidada.

En el presente estudio, utilizamos un preparado de surfactante pulmonar exdgeno
enriquecido con el fosfolipido fosfatidiletanolamina, pero carente de las proteinas SP-A y SP-D.
Cabe mencionar que para probar el efecto de la PE, se sensibilizé al modelo murino con ECH y no
con OVA por cuestiones de falta de presupuesto; sin embargo, el grado de fibrosis observado en
el grupo control positivo, nos permite afirmar que se alcanzaron los objetivos del modelo en el cual

nos basamos (44).

Encontramos que nebulizando el surfactante enriquecido con PE a una dosis de 400 mg/Kg

de peso, a una concentracion de 25 mg/ml como tratamiento en ratones con asma cronico con
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remodelacion de la via aérea se atenud visiblemente la inflamacion perivascular, peribronquial y
del parénquima pulmonar; también se observo que el area de inflamacion en los vasos y bronquios
disminuyé en comparacion con los ratones asmaticos que no recibieron el tratamiento. Es
importante mencionar que el grado de inflamacion detectada por Orbit en vasos, bronquios y
alveolos de ratones sanos, se corrobora con la inflamacién histopatolégica detectada al
microscopio por los observadores, en estos mismos ratones, ya que el promedio y la mediana de
inflamacién general obtenidos de ambos observadores fue de 2.14 y 2 respectivamente, en la
escala estandarizada que va del 0 al 3, antes mencionada. Suponemos que la inflamacion
observada en los ratones del grupo control negativo, pudo deberse a las condiciones de bioterio a
las que estuvieron expuestos, a la estancia prolongada o a las micronebulizaciones continuas con
solucion salina. A pesar de ello, la inflamacion peribronquial en los animales tratados con
fosfatidiletanolamina disminuyo un 62% respecto a la inflamacion en los animales retados con ECH,
y la inflamacion perivascular disminuy6é un 77%. Al ser un programa de entrenamiento para el
reconocimiento de patrones, el algoritmo confiable de cuantificacion de inflamacion que se

establecio con Orbit, pudo comprobar el efecto del SP con PE sobre la inflamacion.

El efecto antiinflamatorio de algunos fosfolipidos se ha descrito en la literatura. Jelske N. y
cols. (50), demostraron que en ratones knock-out para fosfatidiletanolamina N-metiltransferasa
(una enzima de gran importancia para la biosintesis de fosfatidilcolina en el higado), se elevaron
los niveles de TNFa (una citocina inflamatoria) provocando inflamacion hepatica en estos animales,
en comparacion con los grupos controles. En otro estudio, Colombo S. y cols. (51) demostraron
gue la fosfatidiletanomina y la fosfatidilserina oxidadas (OXPAPE y OxPAPS, respectivamente),
disminuyeron significativamente los niveles de TNFa expresado por monocitos clasicos en sangre
periférica humana incubada con LPS (lipopolisacaridos producidos por bacterias que inducen un
estado inflamatorio), ademés, se observé que la incubacion con OxPAPS y LPS indujo un
decremento en la expresion de IL-1B por monocitos no clasicos, asi como también en la expresion
de TNFa por células dendriticas (51).

Rongsong Li. y cols. demostraron que la sn-glicero-3-fosfocolina (PEIPC), una subespecie
de fosfatidilcolina oxidada (OxPAPC), induce un efecto antiinflamatorio al reducir la expresién de
TNFa e incrementar la expresion de IL-10 a través de la activacion del receptor de prostaglandina
E2 en células endoteliales (52). Hammond VJ y cols. identificaron recientemente al acido 15-
cetoeicosatetraenoico (KETE)-PE el cual es producto de la accion enzimatica de la 15-

lipooxigenasa sobre la fosfatidilcolina, como un fosfolipido antiinflamatorio que activan al receptor
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PPARYy que es capaz de reducir la produccion de proteina C reactiva, factor de necrosis tumoral

alfa, interleucina 6 y moléculas de adhesion vascular en células monociticas (53).

En otro estudio, Rockenfeller y cols. demostraron que la administracion de etanolamina
aumenta los niveles de fosfatidiletanolamina, lo que condiciona un aumento del marcador
autofagico GFP-LC3, estimulando la autofagia en células de mamiferos, asi como disminuyendo
las especies reactivas de oxigeno (ROS) (54). Yu Yao y cols. demostraron que la
fosfatidiletanolamina induce apoptosis en células hepéticas al aumentar la expresion de Bax, una
proteina con actividad proaptotica y disminuir la expresion de Bacl-2, una proteina con actividad
de supervivencia celular (55).

Fessler MB y cols. observaron que el fosfatidilinositol y la fosfatidilglicerina, inhiben
respuestas inflamatorias de macrofagos frente a liposacéridos bacterianos al interferir con la via
LBCD14-TLR4/MD2, una via que cataliza la transferencia de lipopolisacaridos al complejo

TLR4/MD2 que tiene como funcion el reconocimiento de patrones de patdgenos (56).

En nuestro estudio, se pudo comprobar que el grado de inflamacion histopatologica se
atenda con la administracion de surfactante pulmonar exdgeno enriquecido con
fosfatidiletanolamina en un modelo murino asmatico sensibilizado con extracto crudo de huevo.
Con la evidencia mostrada en diferentes estudios, pensamos que los mecanismos moleculares
responsables de este efecto, no solo se debe al enriquecimiento del surfactante con PE, sino
también a los demas fosfolipidos que lo componen, y que estos mecanismos se relacionan
fuertemente con la inhibicion de la expresion del TNFa por monocitos (50-52). Otro mecanismo
gue se puede asociar es la apoptosis causada por PE, pues se ha demostrado que dentro de este
mecanismo se inhibe al receptor Raf-1, el cual forma parte de la via MAPK/ERK para la
proliferacion regulacion y diferenciacion celular, lo que podria estar inhibiendo la supervivencia de
células inflamatorias (51). También se ha comprobado que disminuyen las especies reactivas de
oxigeno (ROS) dentro del mecanismo de apoptosis; al ser estas moléculas reclutadoras de
glébulos blancos, de esa manera podria verse disminuido el infiltrado inflamatorio (54). Los
mecanismos exactos sobre la inflamacién adn no estan del todo dilucidados por lo que este trabajo
requiere futuras investigaciones, y establecer si el surfactante pulmonar enriquecido con PE puede

ser un posible tratamiento para el asma.

Las limitaciones de nuestro trabajo estan relacionadas con el modelo experimental, al ser
este sensibilizado con extracto crudo de huevo (ECH) y no con ovoalbimina (OVA). Por otro lado,

se observo cierto grado de inflamacion en los ratones de los grupos controles. Esto puede ser
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debido a las condiciones ambientales en el bioterio, asi como a las condiciones durante las

nebulizaciones con solucién salina. Por costos, reusamos los micronebulizadores.

Las perspectivas a futuro del presente trabajo apuntan a que con futuras investigaciones se
pueda establecer al surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina como posible
tratamiento del asma cronico. Sin embargo, primero debemos llevar a cabo experimentos que nos
permitan dilucidar los mecanismos moleculares. También se deben efectuar estudios de dosis-
respuesta para averiguar la cantidad 6ptima de PE en la preparacién. Es importante mencionar
gue empleamos un preparado de surfactante exdgeno de empleo comercial, y la PE es para uso
exclusivo en el laboratorio. Actualmente estamos trabajando en la extraccion de surfactante de
pulmones de cerdo, asi como en la sintesis organica de 1,2-dipalmitoil-glicero-3-fosfoetanolamina

racémica.
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CONCLUSIONES

El andlisis de imagenes con el programa Orbit vs la lectura en el microscopio optico
es un método mas consistente para la identificacion y cuantificacion de células

inflamatorias.

El surfactante pulmonar enriquecido con PE disminuye el grado de inflamacion
perivascular en un modelo murino de asma crénico con remodelacién de la via

aérea.

El surfactante pulmonar enriquecido con PE disminuye el grado de inflamacion
peribronquial en un modelo murino de asma crénico con remodelacién de la via

aérea.

El surfactante pulmonar enriquecido con PE disminuye el grado de inflamacion
perialveolar en un modelo murino de asma cronico con remodelacion de la via aérea.
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