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RESUMEN
Introduccion: El surfactante pulmonar (SP) es un complejo de lipidos y proteinas

que recubren la superficie alveolar y es esencial para la vida (1). Existe evidencia de que el
SP como la fosfatidiletanolamina (PE) tienen un efecto antifibrosante in vivo en un modelo
murino de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (2), asimismo se probé su efecto en
un modelo murino de asma crénico con remodelacion de la via aérea y se concluy6 que el
SP enriquecido con PE inhalado atenua la fibrosis inducida por la exposicion prolongada a
alérgenos en ratones(3). Sin embargo, la funcién que pudieran tener sobre la hiperplasia
de células caliciformes en el asma no se ha esclarecido. Objetivo: Evaluar los cambios
histopatoldgicos que provoca la administracion de surfactante pulmonar enriquecido con
fosfatidiletanolamina en el nimero de células caliciformes en tejido pulmonar en ratones
con asma crénico y remodelacién de la via aérea. Metodologia: se emplearon ratones
hembra adultos de la cepa BALB/c, para sensibilizar al modelo murino con extracto crudo
de huevo (ECH), se usaron 5 ml de solucion de ECH al 2.5% nebulizada en NaCl al 0.9%,
para la fase de tratamiento se administr6 SP enriquecido con PE en nebulizacion a una
dosis de 400 mg/Kg de peso a una concentracion de 25 mg/ml, en la fase de sacrificio se
obtuvieron los pulmones, con los cuales se obtuvieron cortes histologicos y se realizaron
las tinciones de hematoxilina y eosina, PAS y Tricrdmico de Masson. Para la cuantificacion
de células caliciformes en los cortes histoldégicos con tincibn PAS se emplearon los
programas Motic Image Plus 2.0 NC, ImageJ 1.25a y Orbit Image Analysis Version 3.15
(2008-2019). Se utilizéd el coeficiente de correlacion intraclase (CCI) para la concordancia
entre los observadores, para el andlisis estadistico se empleé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn para analizar las diferencias entre grupos. Resultados:
las mediciones realizadas con ImageJ fueron descartadas debido a la poca precision y
errores encontrados en ella, las mediciones con Moticam Image Plus y Orbit demostraron
ser consistentes, sin embargo, se observo la eficacia de Orbit frente a Moticam al ser un
método mas consistente y valido para la identificaciébn y cuantificacion de células
caliciformes. El tratamiento inhalado con surfactante pulmonar enriquecido con
fosfatidiletanolamina no disminuy6 el nimero de células caliciformes. Conclusién: el
modelo murino de medicion de asma crénico inducido por ECH si aumento
significativamente el nimero de células caliciformes, el tratamiento de SP enriquecido con
PE no disminuyd la hiperplasia de células caliciformes, se observé la eficacia de Orbit frente
a Moticam al ser un método mas consistente y valido para la identificacién y cuantificacion

de células caliciformes.



INTRODUCCION
El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de la via aérea, con multiples

fenotipos que afecta tanto a nifios como adultos, en la cual diversas células y elementos
celulares desempefian un papel importante, siendo diagnosticada clinicamente por
sintomas respiratorios como sibilancias, disnea, dificultad respiratoria y tos, que varian en
tiempo e intensidad (4-6). En la actualidad de acuerdo con la OMS hay 235 millones de
pacientes con asma (10). La prevalencia entre los nifios y adultos varia del 1 al 18% en
diferentes partes del mundo y su mortalidad es de aproximadamente 383,000 personas por
afo (7). La prevalencia en México es variable en diferentes poblaciones, las fluctuaciones
son del 7-33%. En la ciudad de México es de aproximadamente 5% mientras que en las
ciudades de Puebla es de 14%, Tulancingo 17%, Tlaxcala 7% y Cancun 14% (12).

La patogenia del asma implica una compleja red de factores que interactian en todos
los niveles y escalas de la enfermedad, desde genético a celular, de tejido a érgano, que
juntos provocan cambios estructurales en la via aérea (13). Uno de los cambios
estructurales que se presentan son los cambios en las unidades secretoras de moco como
son la hiperplasia de células caliciformes e hipersecrecion de moco. Y como se ha visto en
la mayoria de los casos con crisis fatales, estas crisis son provocadas por el taponamiento
debido a acimulos mucosos grandes en la via aérea. No obstante que actualmente existe
tratamiento para manejo y control de las crisis asmaticas, los diferentes fenotipos vy

endotipos que presenta esta patologia hacen de ella una enfermedad de dificil manejo.

Diversos estudios han reportado efectos beneficiosos con la administracion de
surfactante pulmonar exégeno en modelos de animales con asma. En el laboratorio de
Medicina Experimental de la Facultad de Medicina de la BUAP, se ha demostrado que un
preparado de surfactante pulmonar tiene un efecto antifibrético in vivo en un modelo murino
de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (29). Posteriormente se probé el efecto de
algunos de sus fosfolipidos, en donde se observé que la fosfatidiletanolamina es el principal
fosfolipido involucrado en este efecto antifibrosante. Ademas, se demostré que la
administracion temprana de SP enriquecido con fosfatidiletanolamina y la
fosfatidiletanolamina por si misma atenuan la fibrosis pulmonar en un modelo murino in vivo
(2). En un estudio reciente desarrollamos un modelo murino de asma cronico con
remodelacién de la via aérea y se concluyo6 que el beractante enriquecido con PE inhalado

atenua la fibrosis inducida por la exposicion prolongada a alérgenos en ratones (3).
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ANTECEDENTES GENERALES

ASMA

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,
fisiolégicas e histopatoldgicas 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 (4—6). La inflamacion cronica induce hiperreactividad de la via aérea que
provoca los episodios recurrentes de sibilancias, disnea, dificultad respiratoria y tos,
particularmente en la noche o por la mafiana. Estos episodios se asocian generalmente a
una obstruccién extensa y variable del flujo aéreo pulmonar que es a menudo reversible, ya

sea espontaneamente o con tratamiento” (4,6-8).

EPIDEMIOLOGIA

En el 2013 el asma se consider6 una de las enfermedades mas comunes del aparato
respiratorio, se informd una tasa de mortalidad global estandarizada por edad de 8.0 por
100,000; por esto se mantuvo entre las 50 principales causas de pérdida de afios de vida
en el mundo y se estimaron 300 millones de asmaticos para el 2025 (9). Sin embargo, en
la actualidad de acuerdo con la OMS hay 235 millones pacientes con asmay en el 2015 se
notificaron 383,000 muertes (10).

El Estudio Internacional de Asma y Alergias en la Infancia (ISAAC) encuestd una
muestra representativa de 798,685 adolescentes, de 13 a 14 afios en 233 centros en 97
paises, donde se les preguntd a estos adolescentes si habian experimentado sibilancias en
los 12 meses anteriores. El hallazgo crucial fue que la prevalencia de sibilancias recientes
vari6 ampliamente entre los paises. La prevalencia mas alta (=220%) se observd
generalmente en los paises de habla inglesa como Australia, Europa y América del Norte,
y en algunas partes de América Latina. La prevalencia mas baja (<5%) se observo en Asia,
en el Mediterraneo oriental y Europa Oriental y del Norte. La prevalencia de asma en adultos
jovenes (entre 18 y 45 afios), se estim6 a partir de los datos obtenidos por la Encuesta
Mundial de Salud, realizada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) casi al mismo
tiempo que ISAAC (2002-2003). Esta encuesta incluy6 a 177,496 pacientes adultos que
viven en 70 paises. Como se observé en los nifios, la prevalencia general del asma varié
ampliamente en adultos jovenes. En general, el 4.3% de la poblacién mundial en este grupo

de edad recibié un diagnéstico de asma por un médico, el 4.5% de la poblacion mundial
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inform6 haber recibido un diagnéstico médico o que estaba tomando tratamiento para el
asma, y el 8.6% informé que habia experimentado ataques de sibilancias o silbidos

respiratorios (sintomas de asma) en los 12 meses anteriores (7,8).

La prevalencia entre los nifios y adultos varia del 1 al 18% en diferentes partes del
mundo y su mortalidad es de aproximadamente 383,000 personas por afio (7). De acuerdo
con los resultados publicados por el “Estudio internacional de asma y alergias en la infancia”
[ISAAC]) se reporta que, en nuestro pais, la prevalencia promedio es del 8%, y una mayor
prevalencia en las ciudades cercanas al Golfo de México (7,11), sin embargo, depende de
la region estudiada. En un estudio de Mancilla-Hernandez se observé que la prevalencia en
México fue variable en diferentes poblaciones, las fluctuaciones son del 7-33%. Utilizando
un nuevo cuestionario previamente validado, la prevalencia en la poblacién a nivel
preescolar, primaria, secundaria y preparatoria en Puebla fue de 14%, Tulancingo 17%,
Tlaxcala 7% y Cancun 14% (12).

FISIOPATOLOGIA
La patogenia del asma implica una compleja red de factores que interactian en

todos los niveles y escalas de la enfermedad, desde genético a celular, de tejido, a 6rgano.
Se considerara la patogenia del asma utilizando tres dominios principales de la enfermedad:
inflamacién de las vias respiratorias, hiperreactividad bronquial y remodelacion de las vias
respiratorias (13).

El proceso inflamatorio involucra células como los linfocitos T cooperadores tipo 2
(Th-2), eosindfilos, neutréfilos, macréfagos, mastocitos, plaquetas, y fibroblastos, los cuales
se aprecian infiltrando el epitelio mucoso y el area muscular lisa de las vias aéreas (14).
Los eosindfilos liberan multiples mediadores proinflamatorios como interleucinas 11, 17,
17E y 25 (IL-11, IL-17, IL-17E IL-25), factor de crecimiento transformante ay 1 (TGF-ay
B1) y metaloproteinasas tipo 9 (MMP-9), los cuales contribuyen directamente a la
broncoconstriccion, hipersecrecién de moco y principalmente a la inflamacion de la mucosa
bronquial. Esta estirpe celular ha sido reconocida como célula profibrética debido a su
capacidad de produccion de citocinas tales como TGF-f e IL-6 asi como proteinasas tales
como MMP-9, las cuales, contribuyen de forma directa en la fibrosis de la via aérea (6). Los
mastocitos son células efectoras de la inmunidad innata localizadas en todo el cuerpo,
particularmente en la interfaz con el mundo externo y en las cercanias a vasos sanguineos,
vasos linfaticos, fibras nerviosas y a una variedad de células inmunes; estan implicados en

la reaccion inmediata de hipersensibilidad mediada por histamina y leucotrienos, que
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producen broncoconstriccion, vasodilatacion y edema tisular; también promueven la
infiltracidn leucocitaria, el depdsito de coldgenay el crecimiento de células nativas a través
de las citocinas y proteinasas liberadas (6,14). Mdultiples mediadores derivados de
mastocitos, incluyendo la triptasa, histamina y citocinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF) se han propuesto como contribuyentes del proceso de remodelacion de la via aérea.
La triptasa liberada por los mastocitos estimula la proliferacion de miocitos y fibroblastos,
asi como la produccién de coladgena tipo I. Los neutréfilos producen multiples citocinas,
particularmente IL-9, TNF-a y TGF-a. Estas células pueden ser mediadores importantes de
la hipersecrecion mucosa, observada en el asma aguda severa y crdnica debido a que la
elastasa de neutréfilos es un importante secretagogo para las células caliciformes y las
glandulas submucosas. Son, asi mismo, una fuente importante de TGF-3, por lo que se

considera que juegan un papel importante en la fibrosis subepitelial de la via aérea (6).

La hiperreactividad de la via respiratoria (HVR) refleja una contraccion
aumentada/disfuncional del musculo liso de las vias respiratorias (ASM, por sus siglas en
inglés) debido a una variedad de estimulos directos o indirectos. La HVR aumenta con la
inflamacion. El grado de infiltracion de mastocitos en el ASM también se correlaciona con
la reactividad bronquial medida por la metacolina PC20. Juntos, estos hallazgos sugieren
que los mastocitos en el ASM juegan un papel especifico en la HVR, a través de la liberacion
de mediadores, incluyendo histamina, prostaglandinas D2 (PGD2) y cisteinil leucotrienos,
que pueden inducir directamente la contraccion de la ASM, con el consiguiente HVR. Los
mastocitos ubicados en el muasculo liso de las vias respiratorias (ASM) también se
diferencian bajo la influencia de las proteinas de la matriz extracelular derivadas de ASM
para convertirse en fibroblasticas, y la prevalencia de dichos mastocitos alterados en el
musculo liso de las vias respiratorias esté relacionada con el grado de hiperreactividad. Los
estimulos, como el estrés oxidativo y los contaminantes ambientales inhalados, también

pueden aumentar la hiperreactividad (13).

La remodelacion de la via aérea se puede considerar como una consecuencia de un
proceso inflamatorio créonico que al reparar de forma prolongada la via aérea produce
alteracion en su estructura. Existen dos tipos, la remodelacion fisiologica y la remodelacion
patolégica. La primera incluye cambios estructurales durante el desarrollo normal del
pulmon y liderando el crecimiento maduro normal de la pared de la via aérea 0 como una
respuesta aguda y transitoria a una lesion o inflamacién. La segunda incluye alteraciones

que ocurren como resultado de cualquier disturbio desarrollado en el pulmén o como una
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respuesta cronica a una lesion o inflamacion dejando permanentemente alterada la pared
estructural y funcional de la via aérea, resultando en una pérdida progresiva y lenta (9).
Dentro de los cambios estructurales que se llevan a cabo en la remodelacion patolégica de
la via aérea encontramos cambios epiteliales, produccion excesiva de matriz extracelular
(ECM) y deposicién de colageno que conduce a fibrosis de las vias respiratorias, aumento
de la masa celular de muasculo liso de las vias respiratorias, hiperplasia de las glandulas
mucosas, y un numero elevado de fibroblastos/miofibroblastos. La deposicion aberrante de
las proteinas de la matriz extracelular es una caracteristica del asma crénica que causa la

rigidez y el estrechamiento de las vias respiratorias (6,13,15).

CLASIFICACION
La clasificacion fenotipica tradicional en los pacientes con asma se basa en los

factores desencadenantes (alérgenos, ejercicio, infecciones), en la presentacion clinica, o
en los marcadores inflamatorios (eosinofilos o neutréfilos) (16). Por lo tanto, un fenotipo
describe "caracteristicas observables" y, en el contexto del asma, describe caracteristicas
clinicas, fisiolégicas, morfolégicas y bioquimicas, asi como la respuesta a diferentes
tratamientos (17). Se han identificado muchos fenotipos. Algunos de los fenotipos mas
comunes y de acuerdo con GINA son:

e Asma alérgica: a menudo comienza en la infancia y se asocia con un historial
familiar de enfermedades alérgicas como el eccema, rinitis alérgica o alergia a los alimentos
0 medicamentos. El examen del esputo revela una inflamacién eosinofilica de las vias
respiratorias. Los pacientes generalmente responden bien al tratamiento con

corticosteroides inhalados (CEl).

¢ Asma no alérgica: algunos adultos tienen asma que no estd asociada con la
alergia. El perfil celular del esputo de estos pacientes puede ser neutréfilo, eosinéfilo o
contener solo unas pocas células inflamatorias (paucigranulocitica). Los pacientes con

asma no alérgica a menudo responden no tan bien a la CEL.

o 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 con
frecuencia requieren dosis mas altas de CEI o son relativamente refractarios al tratamiento

con corticosteroides.
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o Asma con limitacion de flujo de aire fijo: algunos pacientes con asma de larga
evolucién desarrollan una limitacién de flujo de aire fija que se cree que se debe a la

remodelacién de la pared de la via aérea.

e Asma con obesidad: algunos pacientes obesos con asma tienen sintomas

respiratorios prominentes y poca inflamacién eosinofilica de las vias respiratorias (7).

SURFACTANTE PULMONAR
El surfactante pulmonar (SP), se compone de una mezcla compleja de fosfolipidos

y proteinas, que recubre la enorme superficie alveolar en la interfase aire-liquido. 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 (18). La principal
funcién del surfactante pulmonar es la reduccion de la tensién superficial dentro del alvéolo,
estabilizando asi los alvéolos al final de la espiracion. Ademas, ayuda a mantener las vias
respiratorias abiertas y limpias, y también regula la defensa del huésped pulmonar y las
respuestas inmunitarias. El surfactante se sintetiza, ensambla y finalmente se libera por los

neumaocitos tipo Il presentes en los alvéolos (19).

El surfactante pulmonar es 80% —85% de fosfolipidos y 5% —10% de lipidos neutros
(principalmente colesterol). Ademas de los lipidos, una proporcion menor es la proteina (5%
—6%), que incluye las cuatro proteinas asociadas a los surfactantes: SP-A, SP-B, SP-C y
SP-D. Los fosfolipidos tienen una estructura anfipatica con una cabeza polar (hidroéfila) y
una cadena no polar, hidréfoba, de acido graso, y autoorganizados en bicapas. En las
interfaces polarizadas, como la barrera aire-liquido en los alvéolos, los fosfolipidos forman
una monocapa en la que los grupos de cabeza polar estan orientados hacia la fase liquida
y las cadenas de acidos grasos hidréfobas se enfrentan a la fase gaseosa, es decir, el
lumen de las vias respiratorias. La fraccion de fosfolipido del surfactante comprende

diferentes especies moleculares, siendo la fosfatidilcolina la més abundante (19,20).

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 &cido graso saturado mas comun. Otros lipidos que componen al SP son: fosfatidilglicerol
(PG), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) entre otros; el 10 % restante esta
compuesto por otros lipidos principalmente colesterol y fosfatidilserina, esfingomielina y

lisofosfatidilcolina. La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) se considera el compuesto mas
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activo para disminuir la tensién superficial alveolar, pero la presencia de otros componentes,
como el fosfatidilglicerol o fosfatidilinositol, asi como las proteinas, resultan imprescindibles
para una adecuada disposicién espacial, redistribucién y probablemente reutilizacion del
surfactante (21). En general, son moléculas con propiedades anfipaticas o francamente
hidrofébicas, la mayoria de ellas con muchas modificaciones postraduccionales, cuyas
funciones mas importantes son las siguientes: a) aumento de la actividad biofisica del SP;
b) asociacién con otros componentes del SP; c¢) formacién de la mielina tubular; d)
participacion en los fenémenos de secrecion, recambio y aclaramiento del SP en el alvéolo;

e) como moduladores de los mecanismos de defensa del pulmén (22).

EL SURFACTANTE PULMONAR COMO REGULADOR DE LA ACTIVIDAD
CELULAR

El tensioactivo pulmonar tiene otras funciones ademas de la de reducir la tensién
superficial intraalveolar. Se han descrito efectos sobre la proliferaciéon celular y sobre la
secrecidn de sustancias que participan en la respuesta inflamatoria. El surfactante
desempefa un papel importante en los mecanismos de defensa pulmonar y en la
inmunomodulacién local, aunque los efectos observados varian de acuerdo con el
componente empleado. Tanto el surfactante completo como el componente lipido aislado,
suprimen la proliferacion de células B y células T en respuesta a mitégenos (1). En
contraste, la apoproteina SP-A estimula la proliferacion de linfocitos (23). Por otro lado, el
surfactante pulmonar reduce la secrecién de interleucinas 1y 6 (IL-1 e IL-6) y del factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) por monocitos humanos (23). Por el contrario, la SP-A
estimula la produccién de estas citocinas. Esto sugiere que las cantidades relativas de SP-
Ay lipidos en el agente tensioactivo, son importantes para el mantenimiento del balance
inmune normal en el pulmén y que, bajo ciertas circunstancias, la SP-A puede ser un

mediador importante de la inflamacion (2).
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS.

Los surfactantes exégenos se han utilizado de forma rutinaria para tratar a los recién
nacidos prematuros con sindrome de dificultad respiratoria neonatal (SDRN), reducir la
atelectasia alveolar, mejorar la oxigenacion y estabilizar el estado del sistema de liquido
pulmonar. La administracion de surfactante también se ha intentado para el tratamiento de
adultos con lesién pulmonar aguda (LPA) o sindrome de dificultad respiratoria aguda
(SDRA). En diversos estudios se ha demostrado que la administracion de surfactante
exogeno puede no solo prevenir el edema del pulmén al estabilizar el sistema de liquido en
el pulmon, sino que también puede inhibir la respuesta inflamatoria. En un estudio, se
mostro el efecto terapéutico del Surfactante Pulmonar Porcino en aerosol sobre la Lesion
Pulmonar Aguda inducida por acido oleico, logrando una mejoria mas rapida de la
oxigenacion y otros efectos terapéuticos (24).

En un estudio se demostré que el surfactante pulmonar promueve la muerte celular
programada de los fibroblastos de pulmén humanos normales, induce la regulacién
positiva de la matriz metaloproteinasa-1y la regulacion descendente del colageno tipo I.
Y también se proporcion6 evidencia de que el Surfactante Pulmonar enriquecido con
Fosfatidiletanolamina mejora la fibrosis pulmonar en la lesién pulmonar inducida por

bleomicina en ratones (2).

En el laboratorio estamos interesados en el fenébmeno de remodelacion del asma,
pero principalmente en la hipersecrecion de moco e hiperplasia de células caliciformes
en las vias respiratorias, ya que se ha mostrado como una caracteristica clinica en la
enfermedad respiratoria, asi como un importante contribuyente a la morbilidad y la
mortalidad en el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (25). La produccion
incrementada de esputo es una caracteristica tanto en las exacerbaciones del asma como
de la inflamacién crénica de la via aérea, que se ha asociado con un descenso acelerado
en el FEV1 (Volumen Espiratorio Forzado en el primer Segundo). La hiperplasia de células
caliciformes y glandulas submucosas, asi como la consecuente sobreproducciéon de moco,
son un componente importante en la fisiopatologia del asma; y la mayoria de los casos de
crisis fatales son resultado de taponamiento por acimulos mucosos grandes en la via
aérea. La adhesion de moco a la via aérea de pequefio y mediano calibre contribuye a la
disminucion del flujo de aire y atrapamiento aéreo en casos de asma severa, observandose

un incremento en el area ocupada por glandulas mucosas en la via aérea.
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Los tapones mucosos se presentan en toda la via aérea desde la segunda bifurcacién
hasta los bronquiolos. Las vias aéreas se encontrardn con secreciones y exudado
inflamatorio tan viscoso que los pacientes tendran una respuesta pobre a los
broncodilatadores y se puede requerir remocion de los tapones por broncoscopia y lavado

endobronquial (6).

En un modelo murino de asma alérgico sensibilizado con ovoalbumina se ha
observado aumento de la secrecién de moco e hiperplasia de células caliciformes (25), lo
que también lo hace un modelo adecuado para estudiar tanto la remodelacion de la via
aérea como la medicién de las células caliciformes y la hipersecrecién de moco. Como se
ha mencionado, en el laboratorio se ha observado que en un modelo in vivo de fibrosis
pulmonar, el surfactante enriguecido con PE disminuyé la concentracion de colagena y el
analisis histopatoldgico corroboré este efecto en las lesiones pulmonares causadas por
bleomicina (2). Hasta el momento, no se ha estudiado el efecto del surfactante enriquecido
con fosfatidiletanolamina en un modelo murino de asma, y su efecto en hiperplasia de

células caliciformes y la hipersecrecién de moco.

18



JUSTIFICACION:
El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de la via aérea; y se considera al

asma como una de las enfermedades crénicas mas frecuentes a nivel global, reportandose
una incidencia de 235 millones de seres humanos afectados. Como ya se ha estudiado
anteriormente, la remodelacién de la via aérea es una consecuencia de un proceso
inflamatorio crénico que al reparar de forma prolongada la via aérea produce cambios en
su estructura; uno de los cambios estructurales que se presentan en la remodelacion de la
via aérea en el asma son los cambios en las unidades secretoras de moco como son la
hiperplasia de células caliciformes e hipersecrecién de moco. Y como se ha visto en la
mayoria de los casos con crisis fatales, éstas son provocadas por el taponamiento debido
a acumulos mucosos grandes en la via aérea. No obstante que actualmente existe
tratamiento para manejo y control de las crisis asméticas, los diferentes fenotipos y
endotipos que presenta esta patologia hacen de ella una enfermedad de dificil manejo. Es
por ello que, en el laboratorio nos hemos interesado en investigar posibles dianas
terapéuticas mediante el desarrollo de un modelo murino asmaético, el cual seré
sensibilizado y retado con extracto crudo de huevo y asi mismo tratado con surfactante
pulmonar enriquecido con PE, esperando encontrar cambios significativos en el andlisis
histopatologico de las células caliciformes, que nos pudieran indicar su posible efecto

terapéutico en el tratamiento del asma.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
En estudios previos realizados en el laboratorio de Medicina Experimental de la

FMBUAP, se ha encontrado que, en un modelo murino in vivo con fibrosis pulmonar
inducida con bleomicina, el surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina
disminuy6 la concentracion de colagena, lo cual fue corroborado mediante el analisis
histopatoldgico. Igualmente, en un estudio reciente se encontré que la administracion
inhalada de surfactante pulmonar exdégeno enriquecido con fosfatidiletanolamina (PE)
atenua la fibrosis inducida por la exposicién prolongada a alérgenos en un modelo murino
de asma crénico con remodelacién de la via aérea sensibilizado con extracto crudo de
huevo. No obstante, no se ha esclarecido el efecto que tiene el surfactante pulmonar
exdgeno enriguecido con PE en un modelo de asma crénico con remodelacién de la via
aérea con un marcado aumento de hipersecrecion de moco e hiperplasia de células

caliciformes. Lo que nos ha llevado a plantear la siguiente interrogante:
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¢ El surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina modifica el nimero
de células caliciformes en un modelo murino asmatico sensibilizado con extracto crudo de

huevo?

HIPOTESIS
El Surfactante Pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina modifica el nimero de
células caliciformes en tejido pulmonar en ratones con asma crénica y remodelacion de la

via aérea.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar los cambios histopatol6gicos que provoca la administracién de surfactante

pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina en el nimero de células caliciformes en

tejido pulmonar en ratones con asma crénico y remodelacion de la via aérea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Estandarizar el método de medicion de células caliciformes en cortes

histolégicos con tincién de PAS con los programas MOTIC Image Plus 2.0 NC,
ImageJ 1.52a y Orbit Image Analysis Version 3.15 (2008-2019).

2. Determinar el efecto del surfactante pulmonar enriguecido con
fosfatidiletanolamina sobre la cantidad de células caliciformes en el modelo

murino de remodelacién de la via aérea.
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO
e Por el objetivo: comparativo.

e Por asignacion de la maniobra: experimental.
o Por la temporalidad: transversal.
e Por la obtencién de los datos: prolectivo.

UBICACION ESPACIO TEMPORAL
Este estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Medicina

Experimental de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

METODOLOGIA GENERAL

Desarrollo de un modelo murino asmatico: En el laboratorio de Medicina
Experimental se desarroll6 un modelo murino de remodelacion de vias respiratorias de
asma, que originalmente fue descrito con ovoalbumina por Fraga-Iriso y cols. (26), pero en
el laboratorio se emple6 extracto crudo de huevo (ECH) el cual contiene 60% de
ovoalbumina. Los resultados que se obtuvieron utilizando ECH, permitieron desarrollar la
condicion de fibrosis descrita en el modelo con ovoalbumina. Para el modelo experimental
se emplearon ratones hembra adultos de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad, con un
peso de 16-19 gr.

Preparacion del extracto crudo de huevo: La preparaciéon del ECH consistié en
que de un huevo se obtuvo 4 gr de ECH, se homogeneiz6 la clara de huevo con un batidor
manual de cocina, hasta que se obtuvo una consistencia espumosa, se vertieron en cajas
Petri y se colocaron en la incubadora Felisa a una temperatura de 45° durante 48 horas.
Posteriormente se pulverizé el desecado con un mortero de ceramica, se peso y se coloco
en un frasco estéril. La preparacion del ECH, para la sensibilizaciéon intraperitoneal se
pesaron 800 mg de hidréxido de aluminio en un tubo de 50 ml y se le afiadieron 20 mg del
ECH, después se afiadi6 solucién salina 50 ml y se re suspendié con una pipeta estéril 10
ml, hecho esto, se almacend en el congelador de -20°C muestras alicuotas de 5 ml en tubos
estériles. La preparacion de la solucién del ECH para nebulizar consistié en pesar 2.5 mg
de ECH y se colocaron en un matraz aforado de 100 ml con un iman en el fondo. Se agregé
100 ml de solucion salina y se colocd en la plancha de calor y rotatoria “Thermolyne
Cimarec” por 30 minutos. Se micronebulizé 5 ml y se almacend la solucién restante en

alicuotas.

21



Preparacion del surfactante: Para el tratamiento con surfactante se utilizé
Beractante de la marca Abbott, la cual se expende a una concentracién de 25 mg de

fosfolipidos por ml.

La fosfatidiletanolamina (PE) se prepar6 con medio de cultivo (Ham F12 sin suero)
a una concentracion de 20 mg/ml, se utiliz6 un homogeneizador ultrasénico (CPX-400,
Cole-Parmer, EUA) con una punta de 13 mm, la cual opera a una frecuencia de 20 kHz y a
una amplitud de 90 ym, se sonicé a 4°C por 2 minutos. La concentracion de PE el
surfactante fue de 0.75 mg/ml. Para el enriquecimiento de surfactante con PE se duplico la
concentracion nativa. Se suspendié la PE (Sigma) en medio F12 Ham sin Suero fetal bovino
mediante sonicacién. Se usaron 300 pl de PE en 8 ml de surfactante para una concentracion
final de PE afadida 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 Il o grupo

asmatico tratado con SP enriquecido con PE de 6 ratones

Fase de sensibilizacion: Antes de la administracion del ECH se anestesiaron de

forma intraperitoneal con ketamina y xilacina a una dosis de 0.07 ml/10g de peso.

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 0 y 14. Los controles
negativos fueron sometidos al mismo procedimiento, pero en lugar de ECH, se administré

solucioén salina.

Fase de tratamiento y reto: Los ratones se introdujeron en un contenedor conectado

a un micronebulizador durante 30 minutos y se hicieron 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. Grupo I: los
ratones fueron tratados con solucién salina y 30 minutos después fueron retados con la
inhalacién de la misma solucion. Grupo Il: los ratones fueron tratados con solucion salina 'y
30 minutos después fueron retados con la inhalaciéon de 5 ml de una solucién 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

minutos antes de cada reto con solucién de ECH.
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Sacrificio: Y en la fase de sacrificio los animales se anestesiaron con pentobarbital
intramuscular a una dosis de 15 mg/kg de peso y se exanguinaron mediante seccion de la

aorta.

Preparacion de los pulmones: El pulmén izquierdo fue disecado y se insuflé con
formol amortiguado al 10% para el analisis histopatolégico. Las muestras del tejido
pulmonar se sometieron al procesamiento de deshidratacion e inclusion de parafina,
posteriormente se realizaron cortes histologicos de 3 a 5 micras y se realizaron las tinciones
de Hematoxilina y eosina (rutina), PAS (Acido Peryddico de Schiff) para tefiir los
mucopolisacéaridos del moco del epitelio bronquial y la Tricromico de Masson, para distinguir
la cantidad de coldgena presente en el tejido pulmonar, estas tinciones ya se encuentran
estandarizadas en el Laboratorio de Histopatologia de la Facultad de Medicina de la BUAP.

Se obtuvieron un total de 32 laminillas, cada una representando un raton.

Cortes Histoldgicos: 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
[l (grupo asmatico tratado con surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina).
Siguiendo el modelo descrito por Fraga-Iriso y cols. (26). Se utilizo la tincion de PAS (Acido
Peryddico de Schiff), para tefiir los mucopolisacaridos del moco del epitelio bronquial y de
esta forma poder evaluar la hiperplasia de las células caliciformes.

Para el andlisis de la cantidad de células caliciformes, se tomaron fotografias de las
32 laminillas, obteniendo un total de 640 imagenes, las cuales fueron empleadas para las

mediciones.

Tabla 1.Variables de medicion

VARIABLE ESCALA MEDICION VALOR
Bronquios Cuantitativa, discreta Motic Image Plus 2.0 NC  Numero de bronquiolos por campo
Perimetro Cuantitativa, continua Motic Image Plus 2.0 NC  um
bronquial
Células Cuantitativa, discreta Motic Image Plus 2.0 NC. Numero de células caliciformes por
caliciformes bronquio.
Cuantitativa, discreta Image) 1.25a. Numero de células caliciformes por
bronquio.
Cuantitativa, continua Orbit Image Analysis % de células caliciformes por
Version 3.15 (2008- bronquio
2019).
Tratamiento Nominal, dicotémica Tratamiento con solucién salina
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Tratamiento con ECH

Tratamiento con ECH y Surfactante
Pulmonar enriquecido con PE

METODOLOGIA PARA LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS

Metodologia para el objetivo especifico 1.
Objetivo especifico 1. Estandarizar el método para la cuantificacion células
caliciformes en cortes histol6gicos con tincién de PAS con los programas Motic Image Plus

2.0 NC, ImageJ 1.25a y Orbit Image Analysis Version 3.15 (2008-2019).

Fundamento l6gico: Las células caliciformes se encuentran en toda la via aérea

conductora y su funcion principal es secretar mucinas en la superficie interna del tracto
respiratorio. La hipersecrecion de moco se ha demostrado como una caracteristica clinica
en el asma mortal, donde se observé que las células caliciformes eran 3 veces mas altas,
especialmente en las vias respiratorias periféricas (25), por lo que su medicion es
importante para el desarrollo de nuevas dianas terapéuticas. En el laboratorio no se tiene
estandarizado un método de cuantificacion de células caliciformes, por lo que se espera

desarrollar un método de medicién confiable.

Metodologia: La patdloga experta seleccioné 30 imagenes, 15 del control negativo, y
15 del control positivo con diagnéstico de hiperplasia de células caliciformes. Estas

imagenes fueron empleadas para probar las tres técnicas de medicion.

Analisis deiméagenes con el programa Motic Image Plus 2.0 NC: El programa de analisis
Moticam 2300 permite la obtencion de imagenes capturadas por microscopia e incluye un
sencillo sistema de calibracién que permite la medicion manual de linea, rectangulo, circulo,
circulo por 3 puntos, arco, poligono, poligono irregular, elipse, angulo, areay linea irregular.
Por lo cual este programa nos permitié no solo la captura de 30 fotografias sino también
hacer la medicién del perimetro interno, perimetro externo, area interna, area externa y el
conteo de células caliciformes que habia en cada bronquio fotografiado. Estas mediciones
se llevaron a cabo por 3 observadores, los cuales estaban cegados, pero fueron entrenados
para identificar los bronquios, células caliciformes y células epiteliales. Los detalles de la

medicidn se encuentran en el anexo 1.

Andlisis de imégenes con el programa ImageJ 1.52a: Es un programa de procesamiento

de imagen digital de dominio publico programado en Java, desarrollado en el National
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Institutes of Health. Puede calcular el &rea y las estadisticas de valor de pixel de selecciones
definidas por el usuario y la intensidad de objetos umbral (thresholded objects). El programa
se utilizé con la finalidad de crear un algoritmo confiable que nos permitiera la cuantificacion
de células caliciformes por 3 observadores distintos. El algoritmo que se desarrollé consistia
en el reconocimiento de células caliciformes por medio de una segmentacion de objetos,
dando un resultado aproximado de cuantas células caliciformes habia por bronquio. Los

detalles del desarrollo del algoritmo se encuentran en el anexo 2.

Andlisis deimagenes con el programa Orbit Image Analysis Version 3.15 (2008-2019):
El programa de andlisis de imagenes Orbit es un programa de cédigo libre que permite
analizar imagenes de diferentes tejidos; integra algoritmos que utilizan el aprendizaje
automatico, basandose en un modelo de entrenamiento. Procesa imagenes a través de 4
modulos: Tissue Classification, Exclusion Model, Object Segmentation y Object
Classification. El primer modulo (Tissue Classification) realiza una clasificacién de tejidos
que se aplica y permite hacer una discriminacién de las regiones de interés en una imagen.
El segundo mddulo (Exclusion Model) permite clasificar una imagen en regiones que
pueden ser de inclusién o de exclusién, logrando de esta manera un andlisis mas detallado
gue brinda informacion precisa sin perder tiempo analizando el fondo o zonas de poco
interés. El tercer médulo (Object Segmentation) permite detectar objetos en una imagen y
describirla con una forma, generalmente se usa para hacer una segmentacion de células.
El cuarto modulo (Object Classification) permite agregar a la segmentacion de objetos la
posibilidad de una clasificacion de todos los objetos detectados, es decir clasifica objetos
segmentados. Este programa se utilizd con la finalidad de crear un algoritmo confiable,
valido y consistente, para la cuantificacion de células caliciformes, el cual fue analizado por
2 observadores distintos. Los detalles del desarrollo del algoritmo se encuentran en el

anexo 3.

Metodologia para el objetivo especifico 2.
Objetivo especifico 2: Determinar el efecto del surfactante pulmonar enriquecido con

fosfatidiletanolamina sobre la morfologia y cantidad de células caliciformes en el modelo

murino de remodelacion de la via aérea.

Fundamento l6gico: la remodelacién de la via aérea es una consecuencia de un

proceso inflamatorio crénico que al repararla de forma prolongada produce cambios en su
estructura; uno de esos cambios se refleja en las unidades secretoras de moco en forma

de hiperplasia de las células caliciformes e hipersecrecion de moco. Y como se ha visto en
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la mayoria de los casos con crisis fatales de asma, estas son provocadas por el
taponamiento de la via aérea debido a grandes acumulos mucosos (25). En el laboratorio
se ha descrito que el surfactante enriquecido con fosfatidiletanolamina mejora la fibrosis en
un modelo murino de bleomicina (2), igualmente se vio su efecto antifibrético en un modelo
de remodelacion de la via aérea con asma crénico (3), por lo cual se espera que su
administracibn muestre cambios estructurales en el andlisis histopatologico del modelo

murino asmatico.

Metodologia: Se analizaron 640 fotografias por dos observadores distintos, los
cuales estaban cegados y fueron entrenados para identificar bronquios, células caliciformes
y células epiteliales.

Anadlisis de imagenes con el programa Orbit Image Analysis Version 3.15
(2008-2019): Al clasificar el modelo de medicién completo con la metodologia del objetivo
especifico 1 anteriormente descrita, se obtuvieron los resultados del analisis desplegandose
una ventana donde se mostraron las proporciones por cada clase, que, sumadas, dan como
resultado 1. Para cada grupo experimental (control negativo, control positivo y PE) se

obtuvo el area de células caliciformes por bronquio en cada microfotografia.

ANALISIS ESTADISTICO
La concordancia entre los observadores se midié con el coeficiente de correlaciéon

intraclase (CCI). En los datos obtenidos se presentaron medias y desviaciones estandar de
cada grupo experimental y de los grupos control. Para el analisis estadistico se empleé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se empleé la prueba de Dunn para analizar las
diferencias entre grupos. Se consideré como significativa una p<0.05. Se emplearon los

programas R (versién 3.6) y RStudio (version 1.2.1335).

TAMANO DE LA MUESTRA
Se realizé 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
cantidad de células caliciformes por bronquio. En un estudio previo (26), la respuesta dentro
de cada grupo de sujetos se distribuyd 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 hip6tesis nula de que

las medias poblacionales de los grupos experimental y control son iguales, con una potencia
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de 0.8 y probabilidad de cometer el error de tipo 1 de 0.05. El calculo se hizo con el

programa PS Power and Sample Size Calculations (27).
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INFRAESTRUCTURA FiSICA Y HUMANA
RECURSOS HUMANOS

D. C. Luis Guillermo Vazquez de Lara Cisneros
Isabel Lépez Salomén

RECURSOS MATERIALES
Recursos propios del Laboratorio de Medicina Experimental de la Benemérita

Universidad Autbnoma de Puebla.

RECURSOS FINANCIEROS

Recursos propios del Laboratorio de Medicina experimental de la BUAP.
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ASPECTOS ETICOS
El presente trabajo de investigacion cumplio los lineamientos éticos establecidos por
la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999. Especificaciones técnicas para la
produccién, 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 DE MEDICION DE CELULAS
CALICIFORMES
CONSISTENCIA Y VALIDEZ DE LAS MEDICIONES CON IMAGE J.
Cuando se intenté medir la cantidad de células caliciformes con el programa de Image

J, inmediatamente se hicieron evidentes las limitaciones de esta medicion.

En algunos bronquios donde se observé un aumento en la cantidad de células
caliciformes, éstas se encontraban conglomeradas; el conteo de células caliciformes tuvo
mucha variacion de aquellos bronquios donde se not6 la presencia de pocas células, las
cuales se distinguian una de otra y de los bronquios donde hubo gran conglomeracién de
células. Igualmente, se advirti6 que en algunos casos el algoritmo no detecté algunas
células y no las cont6 lo que causoé variacién en el resultado. Al analizar los bronquios, el
algoritmo no logré diferenciar una célula de otra como en el caso de aquellos bronquios con
células conglomeradas, el programa hizo una segmentacion, pero la realizé agrupando
varias células a las cuales consideraba como una sola, lo que dio como resultado un conteo
inexacto o menor del que debia ser al aproximado en cada bronquio, como se puede
observar en la figura 1.
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Figura 1.Microfotografias representativas de bronquios analizados con el programa ImageJ.
En la columna A se puede observar a los bronquios sin analizar y a las células caliciformes
de color magenta y en la columna B se encuentran los bronquios ya analizados, se puede
observar de color azul claro a las células caliciformes que fueron contabilizadas y de color
rojo a las células caliciformes que no fueron contabilizadas. Las flechas negras indican
aguellas células que se encontraban conglomeradas y que se detecté como una sola célula,
y las flechas amarillas indican que el programa las detecté como células Unicas.

Puesto que, el programa utiliza como parte de su codigo de programacion el calculo
de area y valor de pixeles de selecciones definidas por el usuario, y al haber un aumento
en la cantidad de células caliciformes conglomeradas y con cantidad similar de pixeles, este
no pudo discernir donde iniciaba una y donde finalizaba la otra. Por ese motivo, y a pesar
de que el algoritmo permitié6 un conteo aproximado de cuantas células caliciformes habia

por bronquio, estas mediciones tuvieron un gran margen de error.
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CONSISTENCIA Y VALIDEZ DE LAS MEDICIONES CON MOTIC IMAGE PLUS.
Debido a que hubo un gran margen de error al utilizar el programa Image J 1.52a, se

decidié usar Motic Image Plus 2.0 NC y Orbit Image Analysis Version 3.15 (2008-2019). La
medicion de células caliciformes se realizé por tres observadores diferentes, los cuales
fueron entrenados con la técnica descrita en los objetivos especificos para el programa
Motic.

Con el programa Motic Image Plus 2.0 NC cada observador analizé las fotografias
obtenidas lo que permitié la cuantificacion del nimero de bronquios que habia en cada
fotografia, el conteo del numero de células caliciformes existente en cada bronquio, su
perimetro interno y externo, asi como el area interna y externa de cada bronquio
cuantificado. Para medir la consistencia entre observadores se emple6 el Coeficiente de
Correlacion Intraclase (CCl), para determinar la concordancia entre los datos obtenidos de

los tres observadores, los resultados se exhiben en la tabla 2.

Tabla 2. Consistencia de mediciones entre observadores.

Estructura cci* ICo59**
Bronquio 1 -
Células caliciformes 0.997 0.997-0.997
Perimetro externo 0.932 0.925-0.938
Perimetro interno 0.441 0.405-0.477
Area externa 0.8 0.779-0.82
Area interna 0.959 0.954-0.964
*CCl: Coeficiente de Correlacién Intraclase **1Cos%: intervalo de Confianza al 95%

Los valores obtenidos con el CCI oscilan entre 0 (ausencia de concordancia) y 1
(concordancia absoluta). Se ha indicado que existen tres categorias propuestas por Fisher
en donde los valores del CCI por debajo del 0.4 representan baja fiabilidad, valores entre
0.41 y 0.75 representan una fiabilidad entre regular/buena, y valores por encima de 0.75
representan una fiabilidad excelente (28). De acuerdo con estas categorias se puede

observar a partir de las mediciones realizadas por los tres observadores que los valores de
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CCI para las siguientes estructuras: Bronquios, Células caliciformes, Perimetro externo,
Area externa y Area interna respectivamente, oscilan entre 1y 0.8, lo que representa una
fiabilidad excelente, y el CCI del Perimetro interno fue de 0.44 indicando una fiabilidad

regular/buena.

Para evaluar la validez de la medicion de células caliciformes se espera que en el
grupo control negativo se observen muy pocas células caliciformes. Se calculd el total de
células caliciformes por ratén/laminilla ajustando respecto al perimetro de cada bronquio y

el total de bronquios analizados como se observa en la ecuacion 1.:

Sean a = numero de células caliciformes
b = perimetro

¢ = cantidad de bronquios analizados
n = namero de foto

A = ajuste de nimero de células calicif ormes respecto del nimero de bronquios

Tales que:

a* 1000
2n(—5—)

Cc

A=

Ecuacion 1
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Figura 2. Medicion de las células caliciformes en el grupo control negativo (grupol) vy el
grupo control positivo (grupo 2), empleando el programa Motic Image Plus. Los valores se
reportan como el total de células caliciformes sobre la cantidad de bronquios analizados.
En la columna B se puede apreciar una microfotografia representativa de un bronquio con
pocas células caliciformes (circulos amarillos)

La figura 2A muestra el total de células caliciformes de las imagenes observadas. Aun
cuando se observa una diferencia entre las imagenes seleccionadas por la pat6loga experta
de los controles positivo y negativo, hay mucha dispersion en el control negativo, lo que nos

habla que esta produciendo muchos falsos positivos.

CONSISTENCIA Y VALIDEZ DE LAS MEDICIONES CON ORBIT.
Para medir la consistencia entre observadores, se empledé el Coeficiente de

correlacion intraclase (CCl) para determinar la concordancia entre los datos obtenidos de

los dos observadores, los resultados se exhiben en la tabla 3.

Tabla 3. Consistencia de mediciones entre observadores.

Estructura CCI* ICos9:**
Células caliciformes 0.991 0.982-0.996
*CCl: Coeficiente de Correlacién Intraclase **1Cos%: intervalo de Confianza al 95%
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Se puede observar a partir de las mediciones realizadas por los dos observadores
que el valor del CClI para Células caliciformes fue de 0.991, lo que representa una fiabilidad

excelente como se argumenté previamente segun Fisher (28).

Para verificar la validez en la medicion de células caliciformes, se espera que en el
grupo control negativo se observe un area menor de células caliciformes por bronquio
respecto al grupo control positivo. El area relativa de células caliciformes en el control
negativo fue de 0.085 + 0.721, mientras que en el control positivo fue de 0.721 + 0.337 (p<
0.001). En la figura 3, se observa que la dispersion en el grupo es minima, y hay una clara

diferencia entre las imagenes del grupo control positivo y del negativo.
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Figura 3. Medicion de las células caliciformes en el grupo control negativo (grupo 1) y el
grupo control positivo (grupo 2), empleando el programa Orbit. Los valores se reportan
como el area relativa que ocupan las células caliciformes sobre el area total del bronquio.
Por lo anteriormente expuesto, se decidié implementar el andlisis con Orbit Image
Analysis como el método estandarizado més confiable para la medicion de células

caliciformes.
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EFECTO DEL SURFACTANTE PULMONAR ENRIQUECIDO CON
FOSFATIDILETANOLAMINA EN EL NUMERO DE CELULAS CALICIFORMES
Una vez estandarizado el modelo de medicién con el software Orbit, éste se utilizé

para probar el efecto que tiene el Surfactante Pulmonar enriquecido con PE en el nimero

de células calciformes. Los resultados se muestran en la figura 4.

El modelo de extracto crudo de huevo produce un aumento en el area de células
caliciformes, (prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y para analizar las diferencias entre
grupos se empleé la prueba de Dunn, p= 0.006). Sin embargo, el tratamiento con PE, no
disminuyo significativamente la cantidad de células caliciformes cuando se hace la

comparacion con el control positivo (p=0.541).
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Figura 4.Medicion de las células caliciformes en el grupo control negativo (grupo 1), el grupo
control positivo (grupo 2) y el grupo tratado con surfactante pulmonar enriquecido con
fosfatidiletanolamina (grupo 3), empleando el programa Orbit. Los valores se reportan como
el area relativa de células caliciformes sobre el area total del bronquio.
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DISCUSION
El surfactante pulmonar (SP) es un complejo de lipidos y proteinas que recubren la

superficie alveolar y es esencial para la vida (1). En estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, se demostré que beractante, un preparado de surfactante pulmonar tiene un
efecto antifibrético in vivo en un modelo murino de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
(29). Posteriormente se probé el efecto de algunos de sus fosfolipidos, en donde se observé
gue la fosfatidiletanolamina (PE) es el principal fosfolipido involucrado en este efecto
antifibrosante. Ademas, se demostré que la administracién temprana de SP enriquecido
con PE y la PE por si misma atenuan la fibrosis pulmonar en un modelo murino in vivo (2).
En un estudio reciente desarrollamos un modelo murino de asma crénico con remodelacion
de la via aérea y se concluyd que el beractante enriquecido con PE inhalado atenda la
fibrosis inducida por la exposicién prolongada a alérgenos en ratones (3). Como parte del
seguimiento de la investigacion del efecto que tiene el SP enriquecido con PE en el asma,
en el presente estudio se continué trabajando con el mismo modelo de asma crénico y
remodelacion de la via aérea. Se utiliz6 un preparado de SP exdgeno enriquecido con PE,
pero carente de las proteinas SP-A 'y SP-D (30).

Se conoce al asma como una enfermedad inflamatoria cronica de la via aérea, en
donde los estudios histopatoldégicos demuestran cambios estructurales de la misma, lo cual
se ha denominado remodelacion de la via aérea, y esta se puede considerar como
consecuencia de un proceso inflamatorio crénico, que al reparar de forma prolongada
produce alteracion en su estructura (9). Dentro de la remodelacion de la via aérea destaca
la hiperplasia de células caliciformes como una de las caracteristicas tipicas del asma
cronica, y la obstruccion de las vias respiratorias por tapones mucosos se ha reconocido
como una de las principales causas de muerte en el asma (31). Por ello, el objetivo de
estudio del presente trabajo fue evaluar los cambios histopatolégicos que provoca la
administraciéon de surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina en el nimero
de células caliciformes en tejido pulmonar en ratones con asma crénico y remodelacién de

la via aérea.

La diferenciacién de las células caliciformes esta influenciada por los factores de
transcripcion que contienen el dominio con punta SAM (SPDEF) y el ort6logo A3 en forma
de horquilla (FOXAS3), que se expresan selectivamente en las células caliciformes (32,33).
SPDEF es suficiente y necesaria para la diferenciacion de las células caliciformes y la

produccion de moco en las vias respiratorias. SPDEF y FOXA3 se inducen tras la
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exposicion a alérgenos y citocinas Th2, que promueven la diferenciacion de células
caliciformes y regulan una red de genes incluidos MUC5AC, MUCS5B y otras proteinas
implicadas en la sintesis y el empaquetamiento de las mucinas de la via aérea (32). Las
mucinas secretadas por las células caliciformes estan codificadas por genes MUC, hasta la
fecha, se han identificado 21, de las cuales 14 se encuentran en las vias aéreas y dos son
formadoras de gel (MUC5AC, MUC5B). En las vias respiratorias humanas, MUC5B se
produce en las glandulas submucosas y en las células caliciformes, y MUC5AC se produce
en las células caliciformes, mientras que, en los pulmones de raton, MUC5B y MUC5AC se
expresan principalmente en las células de Clara. Se ha observado que en pacientes con
asma alérgica se secreta mas mucina, particularmente MUCS5AC, en respuesta a la

exposicion a alérgenos (33,34).

A pesar de que se conocen las principales moléculas involucradas en la secrecion de
moco, los mecanismos por los cuales se desarrolla hiperplasia de células caliciformes aun
no estdn bien establecidos. Algunos autores especulan la posible fisiopatologia que
comprende diferentes vias de sefalizacién y proteinas implicadas. Se ha demostrado que
la IL-13, una importante citocina Th2, causa metaplasia de células caliciformes en las vias
respiratorias e induce hipersecrecion de moco en el asma (35,36). En uno de los
mecanismos reconocidos actualmente, se ha observado que la IL-13 causa hiperplasia de
células caliciformes a través de la via de sefializacion y transcripcion STAT6-TMEM16A-
ERK 1/2 en las células epiteliales de las vias respiratorias (35). Este mecanismo de
sefializacion (figura 5) inicia con la union de IL-13 a su receptor, cuya unién conduce a una
mayor expresion del gen de CLCAL o regulador 1 del canal de CI activado por Ca*, a
través de la via de sefalizacion-transcripcion STAT6 /SPDEF (37). El CLCALl es un
miembro de la familia CLCA (regulador del canal de cloruro activado por calcio) y su funcién
principal es regular el transporte de CI- dependiente de Ca?* dependientes de la proteina
transmembrana 16A (TMEM16A) (37). EI TMEM16A se describié inicialmente como un
canal de cloruro activado por calcio (CaCC), cuya expresion depende de la activacion de
STATG6 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 6) (35,36). El CLCA1 secretado
estabiliza y se acopla a TMEM16A en la superficie celular, evitando asi su eliminacién, y en
consecuencia aumentando asi su expresion en la superficie lo que da como resultado un
aumento de las corrientes de cloruro dependientes del calcio, pero sin aumentar la
expresion de la proteina (38). TMEM16A activa a la proteina quinasa 13 activada por
mitdgenos (MAPK13) y la sefializacion de la via RAS-RAF-MEK-ERK 1/2, lo que influye en
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la proliferacion celular y la expresion del gen de la mucina MUC5AC, dando como resultado

la hipersecrecién de moco y la hiperplasia de las células caliciformes (33,35,37,39,40).
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Figura 5.Via de sefializacion STAT6-TMEM16A-ERK 1/2: La IL-13 se une al receptor de IL-
13 y conduce a la expresion del gen de CLCALl a través de la via de sefalizacion-
transcripcion STAT6 /SPDEF. El CLCAL secretado estabiliza y se acopla a TMEM16A en
la superficie celular, evitando asi su eliminacién y en consecuencia aumenta su expresion
en la superficie lo que da como resultado un aumento de las corrientes de CI- dependiente
de Ca?*, pero sin aumentar la expresion de la proteina. TMEM16A activa a MAPK13 y la
sefalizaciéon de la via RAS-RAF-MEK-ERK1/2, dando como resultado la expresion del gen
de la mucina MUC5AC y la hiperplasia de células caliciformes.

Por otro lado, en un modelo in vitro de hiperplasia de células caliciformes inducidas
por IL-13, se ha visto que GABA desempefia un papel esencial en la hiperplasia de células
caliciformes y la sobreproduccion de moco. Se conoce que el sistema nervioso en el pulmén
inerva las células de las vias respiratorias del musculo liso y las células neuroendocrinas
pulmonares (CNEP) (41). Las CNEP expresan acido y-aminobutirico (GABA) y péptido
genético relacionado con la calcitonina (41). Existe evidencia de que la neurotrofina 4 (NT4)
juega un importante papel en la sobreproducciéon de moco después de la exposicion
temprana a alérgenos al orquestar la inervacién de CNEP (42). Una exposicion temprana a
alérgenos eleva los niveles de NT4, lo que provoca aumentos aberrantes en la inervacion
de CNEP que inducen la hipersecrecién de GABA, en presencia de IL-13 (figura 6), la
sefalizacion de GABA puede ser necesaria para el mantenimiento de la diferenciacién de

las células caliciformes y la sobreproduccion de moco, esto es debido a que la IL-13 puede
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comprometer la funcién de barrera del epitelio, al dafiar significativamente la diferenciacion
de las células ciliadas por una disminucién en la expresién de ARNm de FOXJ1, de modo
que el GABA localizado basalmente pueda difundirse al lado apical de las células epiteliales
para interactuar con los receptores GABA, regulando la expresion de MUC5AC vy la

metaplasia de células caliciformes (41,42).
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Figura 6.Via de sefializacion IL13-NT4-CNEP-GABA: La exposicién a IL-13 compromete la
funcién de barrera del epitelio, al dafar la diferenciacion de las células ciliadas por una
disminucién en la expresién de ARNm de FOXJ1, asimismo IL-13 eleva los niveles de NT4,
lo que provoca aumentos aberrantes en la inervacion de CNEP que inducen la
hipersecrecion de GABA, la cual es necesaria para la induccion de MUC5AC y la hiperplasia
de células caliciformes. La figura fue modificada de (42).

Otra via involucrada en la hiperplasia de células caliciformes es la via de sefializacion
WNT/RYC. La RYK (tirosina quinasa) funciona como un correceptor de WNT, el cual juega
un papel importante en el mantenimiento del equilibrio entre las poblaciones de células
epiteliales de las vias respiratorias durante el desarrollo y la reparacion. La sefalizacion de
WNT desemperia un papel critico durante el desarrollo y la homeostasis, incluso durante la
proliferacion y diferenciacion celular, asi como durante la morfogénesis tisular. RYK se une
a WNT a través de su dominio WIF y modula las vias de sefializacion dependientes de B-
catenina (canodnicas) e independientes de [3-catenina (no canonicas) para regular la

polaridad celular, la migracion celular, la determinacion del destino celular y el desarrollo
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esquelético, asi como la neurogénesis y guia de axones. Se encontrd que la deficiencia de
RYK conduce a una disminucién de la actividad de la sefializacion de WNT / B-catenina en
el epitelio pulmonar, asi como a una mayor expresion de genes asociados con la hiperplasia
de células caliciformes en el epitelio pulmonar (incluidos MUC5AC, MUC5B y FOXA3, pero
no SPDEF). La delecion de RYK especifica del epitelio causa hiperplasia de células
caliciformes e hipersecrecion de moco, pero no inflamacién, lo que sugiere que las
mutaciones que inactivan RYK son suficientes para impulsar la hiperplasia de células

caliciformes (43).

En este trabajo nuestros resultados reportan que la nebulizacién con ECH logré
aumentar significativamente el nimero de células caliciformes en el grupo control positivo
respecto del grupo control negativo. De esta manera, se concluyé que el modelo de
remodelacién desarrollado cumple con las caracteristicas del asma crénico: donde se
puede valorar el grado de fibrosis, inflamacion e hiperplasia de células caliciformes, siendo
esta Ultima variable uno de los objetivos de nuestro estudio. Si bien es cierto existen varias
vias de sefalizacion involucradas en la diferenciacion de células caliciformes, la IL-13 a
través de varios mecanismos activa dichas vias de sefializacion desempefiando un papel
muy importante en la remodelacién de la via aérea generando metaplasia de células
caliciformes y sobreproduccion de moco, a través de los mecanismos descritos

anteriormente.

Por otra parte, en este trabajo brindamos evidencia que es posible medir
semicuantitativamente las células caliciformes con un analizador de imagenes de cédigo
libre. Comparamos dos métodos vy los resultados brindan evidencia que las mediciones de
células caliciformes con el programa Orbit, brindan mayor consistencia y validez que las
realizadas con Moticam Image Plus. Esto debido a que Moticam result6 tener muchos falsos
positivos, porque a pesar de observarse una diferencia en la medicién de los controles
positivo respecto del negativo, hubo mucha dispersién en el grupo control negativo. Cabe
mencionar que las mediciones iniciales se realizaron con ImageJ y fueron descartadas
debido a su poca precision y errores encontrados en ella, por lo que se suspendio el uso de

dicho programa.

El tratamiento empleado en el presente estudio se realiz6 mediante la nebulizacién
con surfactante enriquecido con PE. Los resultados indican que no hubo disminucion en el
numero de células caliciformes en el grupo experimental respecto del grupo control positivo,

rechazando asi la hipétesis planteada. Este resultado contrasta con el efecto del surfactante

41



enriguecido con PE sobre la fibrosis en este modelo animal, en donde se observa una
disminucion de la deposicion de colagena (3). Una de las razones que pueden justificar este
resultado podria deberse a que la diferenciacion de células caliciformes esta mediada por
vias de sefalizacion diferentes a las de la fibrosis, en donde uno de los principales agentes
desencadenantes es la IL-13, la cual esta involucrada tanto en la activacion de la via STAT-
TMEM16A-ERK 1/2, como de la via NT4-PNEC-GABA, en donde su activacién va a regular
la expresion de MUCS5AC vy la proliferacion celular, igualmente otra via de sefalizacion
involucrada en la metaplasia de células caliciformes y que no depende de la IL-13, es la via
WNT/RYK. La IL-13 promueve la expresion de un gen antiapoptético (BCL2) en las células
epiteliales (41), lo cual indica que reduce el porcentaje de células apoptéticas (33). A pesar
de que la PE induce apoptosis al inhibir al receptor de Raf-1 el cual forma parte de la via de
sefializacion MAPK/ERK y esté involucrada en la proliferacion celular (2,44), en el presente
trabajo no se observé una disminucion significativa en el numero de células caliciformes y
esto puede ser provocado por la existencia de diferentes vias de sefializacién que inducen
hiperplasia de células caliciformes, a la reduccién del numero de células apoptéticas
provocados por la accién de la IL-13, asi como también la pobre dosis-respuesta que tiene

la PE en la disminucién del nUmero de células caliciformes.

Otro aspecto importante por destacar en el presente trabajo fue que se utilizé un
preparado de surfactante pulmonar exégeno que contiene fosfolipidos, lipidos neutros,
acidos grasos y las proteinas SP-B y SP-C, pero carente de SP-A y SP-D (29). En diversos
modelos in vivo de asma crénico, se respaldan los efectos beneficiosos de la administracion
de la proteina SP-D y surfactante exdgeno. Por ejemplo, en un modelo de exposicion
repetitiva a lipopolisacaridos (LPS), el surfactante pulmonar exégeno beractante demostré
regular las respuestas inflamatorias agudas, al inhibir la sefializacion de LPS, bloqueando
la traslocacion de TLR4 en células epiteliales pulmonares (45). Sin embargo, en otro modelo
de asma crdénico inducido por acaros de polvo doméstico se compararon los efectos de la
administracién de SP-D y beractante y se observé que el tratamiento con SP-D exdgeno
puede tener efectos duales en el asma, dirigidos tanto a la inflamacién como al desarrollo
fibrético, por el contrario, beractante no tuvo un efecto supresor. Asimismo, en un modelo
de asma alérgica, donde se utilizaron corderos prematuros, los efectos del tratamiento
fueron mas pronunciados en animales tratados con beractante enriquecidos con SP-D
frente a los que recibieron surfactante solo (46). Asimismo, se ha visto que la administracion
de SP-D en ratones sensibilizados y desafiados con OVA da como resultado una

disminucion significativa de la hiperplasia de células caliciformes (47), debido a que SP-D

42



revierte el cambio de células Th2 hacia un tipo Thl, ademas de que SP-D regula y controla
los niveles de IL-13. Sin embargo, sigue sin esclarecerse el mecanismo por el cual SP-D
regula los niveles de IL-13 (46,47). Puesto que en el presente estudio el preparado de
surfactante pulmonar exdégeno carece de la proteina SP-D, y a que se ha observado la
eficacia de la administracion de SP-D en la disminucidn significativa de la hiperplasia de
células caliciformes, se propone la administraciébn conjunta de surfactante exégeno
enriguecido con fosfatidiletanolamina y la proteina SP-D para demostrar su posible efecto
en la remodelacién de la via aérea, pero principalmente sobre la disminucion del nimero

de células caliciformes en un modelo de asma cronico.

Las limitaciones de nuestro trabajo estan relacionadas con el modelo experimental.
El modelo para asma crénico con remodelacion de la via aérea descrito originalmente,
emplea ovoalbumina grado IV (26), lo que resulta incosteable en nuestro medio. En su lugar,
empleamos extracto crudo de huevo (ECH), que contiene alrededor del 80% de
ovoalbumina. Aun cuando demostramos que se desarrolla remodelacién de la via aérea,
siempre es posible que se puedan inducir otros efectos por los compuestos presentes en el
ECH. Actualmente estamos desarrollando un modelo de remodelacion de la via aérea con
acaro del polvo doméstico, mas especifico que el desarrollado con ECH, con buenos

resultados y econdmicamente viable.

Las perspectivas a futuro del presente trabajo apuntan a que en futuras
investigaciones se efectlen estudios de dosis-respuesta para averiguar la cantidad
necesaria de PE para disminuir el numero de células caliciformes, asi como también
demostrar el efecto que pueda tener en la regulacién de los niveles de IL-13. Igualmente,
se plantea el empleo de surfactante pulmonar exdgeno enriquecido con PE y SP-D para
probar su efecto en la hiperplasia de células caliciformes.
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CONCLUSIONES

El modelo murino de medicién de asma crénico inducido por extracto crudo de huevo
(ECH) si aumento significativamente el nUmero de células caliciformes.

Las mediciones de células caliciformes se llevaron a cabo con el programa Orbit,
comparandolas con las mediciones realizadas con Moticam Image Plus, se observo
la eficacia de Orbit frente a Moticam al ser un método mas consistente y valido para
la identificacion y cuantificacion de células caliciformes.

El tratamiento de surfactante pulmonar enriquecido con fosfatidiletanolamina no

disminuyo la hiperplasia de células caliciformes.
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ANEXOS
ANEXO 1
Anélisis de imagenes con el programa Motic Image Plus 2.0 NC:
Con el programa abierto, se eligieron y abrieron las imagenes que se deseaban
medir, se selecciond el boton “Medir” que se encuentra en la parte inferior izquierda

y se selecciond la opcién “10x_03_20” para poder calibrar la imagen. (Figura 5)

W AT = ]

L —

OFHEN -8 U 0 SO - w0 =

-

BERD GO) UGk SHAMORSLERS X-TS y

S—— - - — —g
s - Y 4 % ~] s
> WY 2 ot o« | h
v . Y | 1

o \ \
L5

=

Figura 7. Seleccion y calibracion de imagen. En el recuadro rojo se ve la opcion de Medir
donde se calibra la imagen a 10x_03_20

Hecho esto, se presiond el botdn “Poligono irregular”, y en la fotografia se
identificaron los bronquios que se midieron y se delimit6 con ayuda del cursor el
perimetro externo del bronquio y al soltarlo este nos proporciond el perimetro y area
externo del bronquio, se hizo lo mismo con el perimetro interno del mismo bronquio,

los resultados obtenidos se guardaron en una base de datos. (Figura 6)
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Figura 8.Medicién de Perimetro bronquial. Se selecciona el “Poligono irregular” (cuadro
rojo) para delimitar el perimetro interno (color verde) y el perimetro externo (color amarillo).

Finalmente, en la misma fotografia con ayuda de un contador de células
manual se hizo la medicion visual de células caliciformes que habia en cada

bronquio, y también los datos obtenidos se guardaron en la base de datos.
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ANEXO 2

Analisis de imagenes con el programa ImageJ 1.52a

Una vez abierto el programa, se selecciono en el mendu, el boton “File”—“Open” para

abrir las imagenes que se iban a analizar. (Figura 7)
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Figura 9.Seleccion de Imagenes. Para poder abrir una imagen, se selecciona el icono File
(rojo) y después el icono de Open (verde).

Una vez abierta la imagen, se cortaba todo el parénquima, vasos sanguineos
y se dejaban intactos los bronquios que se analizaron. Las zonas que fueron
cortadas se pintaron de blanco, al seleccionar en el menu el icono con forma de lata

de pintura. (Figura 8)
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Figura 10.Seleccién de bronquios. Para delimitar el bronquio se cortd6 parénquima e
infiltrado inflamatorio (flecha verde), vasos sanguineos (flecha amarilla), y se pint6 de
blanco usando el icono que esté en el recuadro rojo.
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Una vez hecho esto, se seleccion6 en el mend el boton
“‘IMAGE”—"Adjust”—“Color Threshold”, para desplegar una ventana que indique el

matiz, la saturacion y brillo de la imagen . (Figura 9)
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Figura 11.Color Threshold. Se selecciona el icono de Image, Adjust y Color Threshold
(recuadros color rojo), para poder desplegar una nueva ventana que permitira identificar las
zonas de interés.

Para realizar el conteo, se eligieron las regiones de interés en el bronquio las
cuales en la imagen se aprecian de un color magenta (células caliciformes), se
selecciond en el menu el icono “Freehand selections” y con ayuda de este se
delimit6 una célula de otra, para seleccionar diferentes células caliciformes al mismo
tiempo y que el programa detectara con mayor precision las células caliciformes, se

presiond la tecla SHIFT del teclado. (Figura 10)
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Figura 12.Seleccion de zonas de interés. Para delimitar las células caliciformes (cuadros
color rojo) se utilizé la herramienta Freehand selections (cuadro azul) el cual permite hacer
una seleccion manual de la zona de interés.

Una vez que fueron seleccionadas las regiones de interés, en la ventana de
Color Threshold, se seleccion6 en la parte inferior el icono “Sample” para que leyera

todas las éareas de interés y proceder a realizar la medicion. (Figura 11)
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Figura 13.Deteccion de color. Se seleccioné el icono “Sample” (cuadro rojo) posterior a la
eleccion de zonas de interés para detectar el color (magenta) y poder analizar la seleccion
hecha, por lo cual programa pinta de color rojo todas las regiones de interés (células
caliciformes).

Para el analisis de las zonas de interés (de color rojo en la imagen), en el menu
principal se seleccion6 el icono “Analyze”—"Analyze Particles”, en el cual se
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despleg6 una ventana donde se ajustaron los siguientes parametros: Size (inch”2),
Pixel Units, Show, Summarize, Exclude on edges, In situ Show. Para comenzar el

analisis se selecciono el icono “OK” (Figura 12)
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Figura 14.Ajuste de parametros. Se seleccionod el icono “Analyze”, “Analyze Particles’
(cuadros amarillos) para desplegar una ventana y ajustar los parametros (cuadros rojos)
para iniciar el andlisis de las zonas de interés (cuadro verde)

Una vez que se ajustaron los parametros, se desplegaron los resultados en

una nueva ventana, los cuales se guardaron en una base de datos.
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ANEXO 3

Analisis de imagenes con el programa Orbit Image Analysis Version 3.15
(2008-2019):

Para desarrollar el algoritmo de cuantificacion con Orbit, el patdlogo experto
selecciond 5 fotografias que tuvieran bronquios con células caliciformes y 5
fotografias con bronquios que tuvieran células epiteliales, pero sin células
caliciformes, la tincion PAS tifie principalmente mucopolisacaridos, por lo que brinda
una coloracién magenta a las células caliciformes que como se sabe producen
mucindgeno, que cuando se hidrata recibe el nombre de mucina. Para la eleccion
de las fotografias también se tomé como parametro la cantidad de tincion que
absorbié cada laminilla y que afect6 la coloracion visible en cada fotografia por lo
que se eligieron fotografias con distintos tipos de coloracién, desde tonos claros
hasta tonos mas fuertes para poder hacer una medicion mas exacta y que el

programa detectara estas variaciones de color. (Figura 13)

PAS Células epiteliales Células caliciformes
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Figura 15.Microfotografias representativas de tejido pulmonar con células epiteliales y
células caliciformes: en la columna de la izquierda, las fotografias de bronquios normales
no tienen presencia de células caliciformes, y en la columna de la derecha se aprecian
fotografias con remodelacién de la via aérea y abundantes células caliciformes. La tincion
utilizada es PAS, que brinda una coloracion magenta a las células caliciformes.

Posterior a la seleccion de imagenes, se utilizé el segundo modulo Exclusion
model para clasificar los diferentes tejidos presentes en la imagen en 2 tipos de
clases: Exclusion e Inclusion, que permiti6 un analisis mas detallado al ahorrar
tiempo en analizar el fondo o tejidos no necesarios para la medicion. Para realizarlo,
primero se cargo la fotografia al programa seleccionando en la barra de tareas la
opcion “Image”— “Open image from a file system”, y se seleccionaron las fotografias
antes mencionadas. Posteriormente en la barra de tareas, se seleccion6 la opcion
“Setup classes” para definir por colores las clases a identificar como Inclusion y
Exclusion. Las células caliciformes y las células epiteliales se clasificaron como
tejidos de Inclusion, los vasos, alveolos, infiltrado inflamatorio y el fondo se

clasificaron como tejidos de Exclusion. (Figura 14)
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Figura 16. Configuracién de las clases a evaluar. Se selecciona el color (cuadro amarillo),
se nombra con la clase exclusion o inclusion y la estructura (cuadro verde).

Posterior a la configuracion de clases, se comienza con la clasificacion de los
tejidos por estructuras, ya sea ExlIcusion o Inclusion. La delimitacion de regiones de
interés se realiza al seleccionar el color que se configuré para cada clase y
estructura, se selecciona en la barra de tareas la opcidn de “Polygon” y se contornea
el perimetro de las estructuras que se desean clasificar. Este proceso se realizé en
las 10 fotografias que se seleccionaron para entrenar al modelo de exclusion. Una
vez delimitado y clasificado las estructuras en clases, se selecciona la opcion de
“Classify Trained Exclusion Model” para entrenar al modelo, y se guarda como

modelo de exclusion. (Figura 15)
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Figura 17. Clasificacion de estructuras en clases de Inclusion y Exclusion. Se selecciona el
tipo de clase (cuadro rojo), y con el Polygon (cuadro amarillo) se delimitan las estructuras,
Exclusion: alveolos (flecha roja), infiltrado inflamatorio (flecha naranja), vasos (flecha
amarilla), fondo (flecha azul), Inclusion: células caliciformes (flecha verde). Para terminar,
se selecciona la opcion Classify Trained Exclusion Model (cuadro morado).

Una vez que se entrend al modelo de exclusién, se utilizé el primer modulo
Tissue Classification que permitié clasificar dnicamente las células caliciformes y
las células epiteliales que ya habian sido clasificadas previamente como tejido de
Inclusion y con ello hacer una medicién mas detallada y precisa. Para realizarlo, en
la barra de tareas, se selecciond la opcién “Classification”, posteriormente se
selecciond la opcion “Configure classes” para definir por colores las clases a

identificar (Células caliciformes y Células epiteliales). (Figura 16)
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Figura 18. Configuracion de clases a evaluar. Se selecciona Classification (cuadro rojo) y
luego Configure classes (cuadro amarillo) para seleccionar el color (cuadro verde) y dar un
nombre a la estructura correspondiente (cuadro azul).

Posterior a la configuracion de clases, se delimitan las regiones de interés
(células caliciformes y células epiteliales) al seleccionar el color que se configurd
para cada clase y estructura, azul para las células epiteliales y verde para las células
caliciformes, se selecciona en la barra de tareas la opcion de “Polygon” y se
contornea el perimetro de las estructuras. Este proceso se realiz6 con las mismas
10 fotografias que se seleccionaron para realizar el algoritmo de cuantificacién. Una
vez delimitado y clasificado las estructuras en clases, se selecciona la opcién de

“Train” para terminar de entrenar al modelo de clasificacion. (Figura 17)

Figura 19. Clasificacion de las areas representativas para cada clase de tejido. Las flechas
verdes nos indican la clasificacion de células caliciformes y las fechas azules la clasificacion
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de células epiteliales. Para finalizar se selecciona Train (cuadro amarillo) para entrenar al
modelo.

Una vez entrenados los modelos de exclusion y clasificacion, se utilizo la
herramienta “Region Of Interest (ROI)” para definir solamente el contorno del
bronquio, seleccionando la opcion “Define ROI” y con ello tratar de evitar que el
programa detecte tejido similar a los ya clasificados, fuera de la zona delimitada.
Seguidamente se selecciond la opcion “Classify” para clasificar el algoritmo de
cuantificacion completo, y se despliega una ventana con los resultados del analisis,
donde se mostraron las proporciones por cada clase, que, sumadas dan como

resultado 1. (Figura 18)

Figura 20.Definicion del area de interés a analizar. Se selecciona ROI (cuadro azul) y se
delimita el contorno del bronquio (flecha amarilla). Y para analizar el bronquio delimitado se
selecciona la opcion Classify (cuadro rojo).
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