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En la actualidad, la fistula broncopleural (FBP) continta siendo una temible
complicacion postquirdrgica, a pesar de los avances experimentados en los cuidados
perioperatorios y postoperatorios, asi como de las técnicas quirdrgicas empleadas en
Cirugia Torécica. Las FBP postquirtrgicas son una de las causas que originan mas
reingresos hospitalarios, tienen una alta mortalidad perioperatoria y comprometen de
una forma seria la vida del paciente. A pesar de que en la practica clinica y de forma
preventiva, los cirujanos realizan coberturas del mufion bronquial para protegerlo de la
isquemia y la necrosis con pleura, grasa pericardica, colgajos musculares y algunos
sellantes bioldgicos de uso comercial, ninguno de los tratamientos ha demostrado ser
optimo y eficaz para prevenir la FBP.

En este sentido, se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral en la que nos
propusimos valorar en ratas Sprague-Dawley (n=...), la capacidad de cicatrizacion del
mufion bronquial tras una neumonectomia, mediante la aplicacion local de un sellante de
fibrina (Tissucol®), plasma autélogo (PPP) v el trasplante de células madre (ADSC),
directo o vehiculizado con Tissucol®, con la finalidad de prevenir la aparicion de la
FBP.

Los resultados histolégicos demostraron que el tratamiento con Tissucol®
induce la aparicion precoz de necrosis por lo que es el menos apropiado para prevenir la
aparicion de FBP. En cambio, el PPP autdlogo protege al mufién bronquial de la
aparicion de necrosis, lo que unido a su féacil obtencidn, aplicacién, bajo coste y escaso
riesgo, le confiere las caracteristicas adecuadas para ser valorado en humanos. La
concentracion de Igf-1 en el PPP autélogo y su nivel de expresién en el mufion
bronquial indican que probablemente este factor de crecimiento esta implicado en sus
beneficiosos efectos.

El tratamiento con ADSC y ADSC+Tisscuol® disminuye la presencia de
necrosis y ulceraciones en el mufion bronquial, protegiéndolo de la FBP. La adhesividad
tisular, capacidad de proliferacion y diferenciacién de las ADSC permiten su aplicacion
directa sobre el mufidn bronquial, incluso en una gran cavidad como la de
neumonectomia sin restarle eficacia. Sus propiedades intrinsecas de reparacion de los
tejidos revierten los efectos del Tissucol® y lo convierten en una combinacion efectiva.
El tratamiento con ADSC induce significativamente cambios en la expresion de Col2al,
TgfB1, Agc-1 y Sox 6 en el mufiidn bronquial. Muchos de estos genes estan
intimamente relacionados con los procesos bioldgicos de reparacion y podrian participar
en la migracion, proliferacion y diferenciacion de las ADSC en el tejido conectivo del
mufion bronquial. La dificultad tecnoldgica y el coste econdmico que conlleva el
trasplante de ADSC hace que su uso traslacional en la actualidad esté mas restringido
que el del PPP.

Estos conocimientos podrian ayudar a entender mejor la fisiopatologia de la
cicatrizacion y remodelado del mufidén bronquial tras una reseccion pulmonar y sentar
unas bases mas solidas que permitan desarrollar estrategias terapéuticas especificas y
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preventivas de la FBP que, en ultima instancia y siguiendo el caracter caracter

traslacional, ayuden a mejorar la esperanza de vida de los pacientes sometidos a una
reseccion pulmonar.
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1 EL APARATO RESPIRATORIO

El aparato respiratorio se divide morfolégica y funcionalmente en tres
independientes pero continuos sistemas: 1) Sistema de conduccién; 2) Sistema de
transicion; 3) Sistema de intercambio. Cada sistema estd constituido por estructuras
histoldgicas particulares y con funciones especificas®.

El sistema de conduccién lo forman la cavidad nasal, laringe, traquea y
bronquios y su funcion primordial es la de filtrar y conducir el aire que llega y sale de
los pulmones. El sistema de transicion estd formado por los bronquios y es una tenue
transicion entre los sistemas de conduccion y de intercambio. Las funciones de los
bronquios, ademas de conducir el aire hasta los alveolos, es participar en el
metabolismo de hormonas y en la detoxificacion de substancias tdxicas (xenobioticos).
Finalmente, el sistema de intercambio lo constituyen los alveolos pulmonares y su
funcién principal es el de facilitar el intercambio gaseoso. En los alveolos el oxigeno
inspirado entra en contacto con la sangre mientras que el bidxido de carbono es
eliminado en el aire expirado. Su delicada estructura hace que el alveolo sea
particularmente vulnerable al dafio celular*?,

1.1.- Anatomia del bronquio

A nivel de la IV vértebra toracica la traquea se divide en bronquio principal,
derecho e izquierdo. El lugar de la division de la traquea, en dos bronquios, recibe el
nombre de bifurcacion traqueal. La parte interna del lugar de la bifurcacién presenta un
saliente semilunar penetrante en la traquea, la carina traqueal®*.

Los bronguios se dirigen asimétricamente hacia los lados, el bronquio derecho es
mas corto (3 cm), pero mas ancho y se aleja de la traguea casi en angulo obtuso, el
bronquio izquierdo es mas largo (4-5 cm), mas estrecho y mas horizontal. Lo que
explica que los cuerpos extrafios, tubos endotraqueales y sondas de aspiracion tiendan a
ubicarse mas frecuentemente en el bronquio principal derecho. En los nifios menores de
3 afios el angulo que forman los dos bronquios principales en la Carina, es igual en
ambos lados”.

El nimero de cartilagos del bronquio derecho es de 6 a 8 y el bronquio izquierdo
de 9 a 12. Los cartilagos se unen entre si mediante los ligamentos anulares traqueales®*.

Al llegar los bronquios a los pulmones, penetran en ellos por el hilio pulmonar,
acompariado de vasos sanguineos, linfaticos y nervios, iniciando su ramificacion. El
bronquio derecho se divide en 3 ramas (superior, media e inferior), mientras que el
izquierdo se divide en 2 ramas (superior e inferior)>®.
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En el interior de los pulmones cada una de estas ramas se divide en bronquios
de menor calibre, dando lugar a los Ilamados bronquiolos, que se subdividen
progresivamente en bronquiolos de primero, segundo y tercer orden, finalizando en el
bronquiolo terminal, bronquiolo respiratorio, conducto alveolar, sacos alveolares y
alveolos.

A medida que se produce la ramificacion de los bronquios, estos van cambiando
la estructura de sus paredes. Las primeras 11 generaciones tienen cartilagos como

soporte principal de su pared, mientras que las generaciones siguientes carecen de é1*°.

1.2.- Histologia del bronquio

Desde el punto de vista histologico la estructura del bronquio es similar a la de la
traquea, formada por dos capas o tdnicas. La tunica externa fibrocartilaginosa le aporta
consistencia (armazon) mientras que la tdnica interna esta constituida por la mucosa y
las estructuras glandulares y participa de las funciones exocrinas y de revestimiento®’.

Sin embargo, la estructura del bronquio difiere con el de la trdquea en algunos
aspectos:

Los bronquios estdn formados externamente por cartilago hialino el cual esta
rodeado por abundantes fibras de tejido conectivo. El cartilago bronquial no forma
anillos como sucede en la traquea por lo que generalmente estas estructuras se designan
simplemente como placas cartilaginosas. Desde el punto de vista de la morfologia
comparada es importante mencionar que el pulmén de la rata, ratdn y hamster no
contiene cartilago alguno, o sea, que éstas especies animales no poseen propiamente
bronquios intrapulmonares®™.

Figura 1. Corte transversal del bronquio

La luz de los bronquios estd recubierta por una mucosa bronquial constituida
primordialmente por epitelio pseudoestratificado ciliar y células productoras de moco
(células caliciformes). Otras células importantes pero menos conocidas son las células
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basales cuya funcion principal es la de soporte del anclaje y de la proliferacion de las
células ciliares, las células de cepillo (Brush cells) cuya funcion no es bien conocida, y
las células neuroendocrinas APUD que estan implicadas en el metabolismo de
serotonina, epinefrina, norepinefrina, dopamina y neurotensina. La identificacion de las
células de cepillo y APUD requiere de microscopia electrénica o tinciones especiales
por lo que raramente son evaluadas en histopatologia de pulmén**™.

La mucosa bronquial también posee una poblacion importante de células
migratorias como son linfocitos, leucocitos globulares (globular leucocytes) de funcion
desconocida y células cebadas (L&mina propia). Todas estas células participan
conjuntamente en la inmunidad local y en el proceso inflamatorio, asi como en
reacciones de tipo alérgico. La proporcion de células ciliares, caliciformes y cebadas
varia notablemente entre especies, y también con el nivel de bifurcacion bronquial.
Debido a estas grandes variaciones es dificil evaluar histolégicamente dichas células en
las enfermedades broncopulmonares, pues se requiere de métodos morfométricos,
técnicas especiales de muestreo o de tinciones especiales™.

Entre la mucosa bronquial y las placas de cartilago existen abundantes fibras de
musculo liso, fibras de colageno, fibras nerviosas y cuerpos nerviosos ganglionares. La
mayoria de las fibras de madsculo liso discurren de forma transversal y diagonal a la luz
bronquial y su funcién primaria es la de bronco-constriccion cuando el mdsculo es
estimulado y de bronco-dilatacion cuando se interrumpe el estimulo.

Figura 2. Musculatura lisa en el bronquio

La contractilidad muscular depende de un delicado balance entre estimulos
excitatorios e inhibitorios, los cuales son gobernados tanto por impulsos nerviosos como
por mediadores quimicos. La estimulacion parasimpatica, la secrecion de
neurotransmisores como la taquininas, substancia P, y mediadores de la inflamacion
como citoquinas, COX-2 e histamina figuran entre los agentes quimicos mas conocidos
involucrados en la regulacién del masculo liso bronquial™.

Es interesante destacar que en general, la contraccion del masculo liso en las
paredes vasculares tiene muchas veces efectos benéficos en el pulmdén, mientras que la
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estimulacion del musculo liso bronquial generalmente esta asociada a enfermedades
respiratorias. Esto sugiere, segin algunos investigadores, que algunas funciones propias
del masculo bronquial son desconocidas.

Las glandulas sero-mucosas localizadas en la ldmina propia (capa reticular) de la
mucosa son otras estructuras de importancia en la fisiologia e histopatologia bronquial.
El nimero y tamafio de estas glandulas bronquiales varia y se extienden externamente
desde las placas de cartilago hasta llegar a la mucosa, pasando entre las fibras de
mausculo liso y las terminaciones nerviosas. Alrededor de las glandulas y de los ductos
excretorios que se abren hacia la luz bronquial se encuentran las células mioepiteliales.
Las secreciones serosas de las glandulas bronquiales contribuyen en gran medida a la
produccion del moco que recubre a los bronquios.

1.3.- Irrigacion de bronquio

Las arterias bronquiales se originan de los siguientes vasos: aorta descendente
torécica, aorta abdominal, tronco braquiocefalico, subclavia y sus ramas. EI nimero y
tipo de ramificacion tienen una gran variacion individual.

Los anillos cartilaginosos reciben su irrigacion exclusivamente de los capilares
que se encuentran en su superficie interna, por lo que la revascularizacion de estas
estructuras serd secundaria a la vascularizacion previa del plexo submucoso, y sélo
podra producirse a través de los espacios intercartilaginosos.

1.4.- Dafo y respuesta bronquial

La mucosa bronquial estd expuesta a dafios causados por un elevado niumero de
agentes quimicos y bioldgicos. Al igual que en la trdquea y cavidad nasal, la superficie
del epitelio que recubre a los bronquios esta protegida por una fina capa de moco
producido tanto por las células caliciformes como por las glandulas bronquiales. Este
moco sirve como proteccidn para absorber y neutralizar muchos de los agentes quimicos
comunmente inhalados como son el acido sulfhidrico (H2S), 6xido de nitrégeno (NO2)
y amoniaco (NH3), entre otros™. La delicada capa de moco que cubre al epitelio
también actla como barrera fisica atrapando e impidiendo la adherencia de agentes
infecciosos como bacterias, mycoplasmas o0 agentes virales. Las particulas atrapadas y
los gases disueltos en el moco se eliminan rapidamente al exterior mediante el constante
movimiento metacronico generado por la pulsacion continua de los cilios. Se estima que
cada célula ciliar posee alrededor de 250 cilios y cada uno de ellos produce unas 1,000
pulsaciones por minuto®®.

Los cambios morfologicos que se observan en el epitelio bronquial después de
un dafio agudo son similares a los que observados en la mucosa nasal y traqueal. Estos
cambios se han estudiados detalladamente en animales de laboratorio sometidos a la
inhalacion de gases tdxicos, expuestos a infecciones virales o causados por dafio
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mecanico inducido por cepillado. Resultados de estos estudios demostraron que
independientemente de la etiologia, las alteraciones celulares y la respuesta a dafio son
esencialmente los mismos.

El dafio celular se manifiesta primero por un proceso degenerativo en donde el
citoplasma se hincha (cell swelling) o toma apariencia vacuolada, lo que generalmente
va seguido por una rapida perdida de anclaje a la membrana basal. Esta pérdida de
anclaje propicia que las células afectadas se desprendan facilmente y se exfolien hacia
la luz bronquial. Ejemplos de esta forma de degeneracion celular se observa en la
mayoria de las infecciones virales respiratorias como moquillo canino, rinotraqueitis
bovina y felina, parainfluenza-3 y el virus respiratorio sincicial de los rumiantes, etc. La
degeneracion celular en bronquios tiene frecuentemente una distribucion lineal similar a
la que se observa en la mucosa nasal y traqueal después de un dafio. La razon de esta
linealidad no se conoce pero esta probablemente relacionada al ciclo celular. O sea que
las células, en alguna de las fases GO, G1, S o G2, pudieran ser particularmente mas
vulnerables al dafio. Estudios experimentales indican que la pérdida de anclaje no sélo
ocurre cuando hay degeneracion celular sino también cuando existen procesos
inflamatorios que afectan negativamente a los mecanismos normales de adhesion celular
que existe entre las células basales y ciliares. Estos mecanismos de adhesion celular
estan regulados por moléculas de superficie como la E-caderina, alfa-catenina, beta-
catenina, y gamma-catenina®®’.

En algunos casos, ademéas de la hinchazon celular y pérdida de anclaje, el
citoplasma de células infectadas por virus se fusiona formando las tipicas células
multinucleares, también llamadas células sinciciales. Estas células multinucleares no
deben de confundirse con las células gigantes formadas por la fusion de macréfagos que
se presentan comuinmente en las bronconeumonias pulmonares.

Un tipo peculiar de cambio degenerativo es la separacion de la placa ciliar. Esta
placa ciliar con forma de “penacho” o “pestafias” se separa del resto de la célula ciliar
en un proceso de fragmentacion celular conocido como “cilicitoforia.” Esta alteracion
citoldgica puede ocurrir después de cualquier tipo de dafio bronquial pero se observa
con mas frecuencia en lavados broncoalveolares de animales con infeccion viral o que
estan expuestos a gases toxicos. A raiz de la separacion de la placa ciliar, el remanente
celular que contiene el nacleo y parte del citoplasma toma una forma redondeada por lo
que puede confundirse citologicamente con macrofagos o células mononucleares. Las
placas ciliares desprendidas pueden ser también confundidas con parésitos.

Otro tipo peculiar de cambio morfoldgico en el epitelio ciliar es la formacion de
los llamados Cuerpos de Creola (Creola Bodies) los cuales estdn constituidos por
conglomerados celulares que se exfolian hacia la luz bronquial. Estos cuerpos se
observan en pulmones con dafio cronico y en ocasiones pueden confundirse con células
tumorales. A diferencia de conglomerados de células tumorales, los cuerpos de Creola
no revelan atipia celular y estan tipicamente rodeados por cilios.
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El epitelio bronquial posee excelente capacidad de reparacion siempre y cuando
su membrana basal permanezca intacta después del dafio bronquial. Las células ciliares
degeneradas se desprenden hacia la luz bronquial y de ahi se elimina rapidamente
mediante fagocitosis, accion mucociliar de los remanentes de la carpeta mucociliar, o
mediante la fuerza fisica ejercida por la tos. La reparacion bronquial requiere
conjuntamente de los procesos de inflamacion y de proliferacion celular. Numerosos
mensajeros quimicos como las citogquinas, quimioquinas, neurotransmisores, 0Xido
nitrico y factores de crecimiento participan en la inflamacion y reparacion del epitelio
bronquial’®**°. Algunos factores se producen localmente mientras que otros son
importados al sitio de la lesion bronquial por el torrente circulatorio. Es importante
reiterar que tanto la inflamacion como la reparacion celular utilizan a la membrana basal
como andamio para el movimiento y proliferacién nuevas células bronquiales.

La reparacién de la mucosa bronquial en respuesta a un dafio agudo se lleva a
cabo en cinco fases principales®.

1- Células viables presentes en el margen de la superficie ulcerada comienzan a
migrar en cuestion de minutos a lo largo de la membrana basal para
rdpidamente cubrir el &rea ulcerada. En esta fase se observa histologicamente
un epitelio aplanado que cubre partes de la membrana basal.

2- Las células basales y las “células secretoras no ciliadas” son las “células
madre” (stem cells) encargadas de restituir las células epiteliales perdidas.
Estas “células madre” entran en mitosis y sus células hijas (todavia no
diferenciadas) migran rapidamente al epitelio dafiado a lo largo de la
membrana basal. En esta fase de “restitucion” se pueden observar
microscopicamente figuras mitoticas en la mucosa bronquial generalmente en
los bordes de la Ulcera.

3- Las células hijas también conocidas como ‘“células preciliares” maduran,
toman forma cuboidal y se acomodan en la pared bronquial para mas tarde
diferenciarse finalmente en células ciliares o en células caliciformes. En esta
fase de proliferacion celular se observa hacinamiento de células en la mucosa
que se percibe microscopicamente como una leve hiperplasia bronguial. Se
estima que durante esta fase hay 20-30% mas células que en epitelio normal.

4- Reorganizacion de la poblacion celular eliminando cualquier exceso de
células mediante procesos de apoptosis. En esta fase de reorganizacion se
observa una pared bronquial mas o menos normal pero su luz contiene
algunas células descamadas y algunos leucocitos.

5- Finalmente, el epitelio dafiado es reparado y se restablece tanto la estructura
como la funcién normal de la mucosa bronquial. En esta dltima fase el
epitelio bronquial tiene una apariencia microscopica normal y sélo se
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observan algunas células descamadas o inflamatorias en los espacios bronco-
alveolares.

Cuando la mucosa bronquial se expone a un dafio continuo o persistente como es
el caso de las infecciones cronicas, el epitelio pseudoestratificado ciliar puede sufrir
hiperplasia o metaplasia®®. Las células caliciformes frecuentemente proliferan
aumentado no solo el numero de estas células en la mucosa bronquial sino también la
cantidad de moco secretado. La hiperplasia caliciforme es un cambio comdnmente
observado en bronquitis cronica y se manifiesta clinicamente como hipersecrecion
bronquial. Ejemplos de enfermedades que se caracterizan por hiperplasia caliciforme e
hipersecrecion son el asma en gatos y perros®?*, inflamacién crénica respiratoria
(bronconeumonias crénicas) en todas las especies, huélfago en caballos®, y desde luego
neumonias verminosas en donde los parasitos residen en la luz bronquial
(Dictiocaulosis pulmonar).

Estudios experimentales sugieren que la hiperplasia caliciforme es el resultado
de la proliferacion de dos estirpes celulares: proliferacion de las mismas células
caliciformes y proliferacion de células basales (madres) que posteriormente se
diferencian en células caliciformes. El proceso de hiperplasia puede verse desde dos
puntos de vista diferentes.

En el primer caso, la hiperplasia caliciforme puede considerarse como un
mecanismo de defensa, mientras que en el segundo caso puede considerarse como un
proceso adverso pues el exceso de moco impacta desfavorablemente en el
funcionamiento del sistema de conduccion. Este Gltimo caso ocurre con el asma y la
enfermedad pulmonar cronica obstructiva en donde la sobreproduccion de moco
interfiere notablemente con el movimiento del aire a través del sistema de conduccion.
Poco se conoce sobre los mecanismos especificos que regulan la hiperplasia caliciforme
bronquial. Ademas de factores que inducen mitosis, la homeostasis caliciforme también
parece estar regulada por mecanismos de apoptosis en el epitelio bronquial. En resumen,
la hiperplasia caliciforme puede considerarse en algunos casos como un proceso
protector pero con funciones adversas transitorias, mientras que en otros como en el
asma bronquial, puede considerarse un mecanismo fuera de control y con funciones
adversas recurrentes®®.

Durante el dafio o irritacion cronica bronquial puede desarrollarse una
metaplasia de tipo escamosa®’ en el cual el epitelio ciliar que es especializado se
remplaza por un epitelio escamoso que es menos especializado pero més resistente al
dafo. Los mecanismos implicados en la metaplasia escamosa bronquial estan siendo
investigados extensamente, pues se sabe que ésta es una alteracion preneoplasica en
tumores nasales y broncopulmonares. La asociacion entre metaplasia y neoplasia se
observa comunmente en los bronquios de los fumadores.
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Asi como el epitelio bronquial reacciona a la irritacion o dafio produciendo
hiperplasia caliciforme o metaplasia escamosa, de la misma forma las glandulas
bronquiales reaccionan aumentando su tamafio y el volumen de sus secreciones. El
aumento de tamafio glandular es referido tanto como hiperplasia como hipertrofia ya
gue se presenta un aumento en el nimero y tamafio de células®. En algunos casos los
ductos que descargan las secreciones glandulares se dilatan formando la llamada ectasia
ductal bronquial (bronchial gland duct ectasia).

En estudios histopatologicos de rutina es dificil evaluar el tamafio de las
glandulas bronquiales pues se requiere tomar en cuenta las variaciones entre especies
animales, asi como también, reconocer que el tamafio glandular varia de acuerdo al
tamafio del bronquio. Un ejemplo de variacion de especie se observa tipicamente en los
bronquios felinos en donde el tamafio de las glandulas es proporcionalmente mucho
mayor al de otras especies domésticas. Este problema de la subjetividad para la
evaluacion glandular fue parcialmente solucionado estableciendo la relacion normal o
indice entre el tamafio glandular y grosor de la pared bronquial en los pulmones de
humanos. Este indice se conoce “indice de Reid” (Reid Index) y su valor normal en el
humano es de 0.33 o sea que la glandula bronquial es aproximadamente 33% del grosor
de la pared bronquial®®. Altos indices de Reid se describen en pacientes con bronquitis
cronica.

Los mecanismos que gobiernan la hiperplasia bronquial son complejos e
involucran tanto células epiteliales como mesenquimales, asi como a numerosos
mensajeros quimicos. El término remodelacion tisular se utiliza con frecuencia en
patologia contemporanea para describir los procesos que ocurren en la reparacién y que
incluyen inflamacion, modificacion de matrices extracelulares, hipertrofia, hiperplasia y
apoptosis®.

Los cambios mas relevantes en la remodelacion bronquial son la hiperplasia
caliciforme, deposicion de colageno y engrosamiento de la lamina reticular, hiperplasia
del musculo liso, neo-vascularizacion y proliferacion de terminaciones nerviosas. ES
importante notar que en la remodelacién bronquial los cambios morfoldgicos pueden
manifestarse antes de la presentacion de los signos clinicos. Algunos investigadores han
comparado la remodelacion bronquial con una curacion de herida por segunda
intencién®'. O sea que la falta de resolucién en una lesion aguda bronquial inicial crea
un medioambiente en donde se mantienen continuamente procesos de inflamacion y
cicatrizacion.

Otro concepto novedoso relacionado a la remodelacion bronquial es la aparicion
postnatal de la EMTU que no es otra cosa que la relacién epitelio-submucosa®*®,
Durante el desarrollo embrionario el crecimiento y diferenciacion de los tejidos depende
en gran medida de una comunicacion directa entre células epiteliales y mesenquimales.
Esta comunicacion entre epitelio y tejido conectivo desaparece una vez que se han
formado los bronquios tras el nacimiento. Se ha postulado que en el asma y en otras
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afecciones cronicas respiratorias esta comunicacion fetal se restablece causando una
proliferacion celular desordenada y una deposicion excesiva de matrices colagenas en la
lamina propia de los bronquios™.

Por otro lado, la bronquiectasia es una alteracion importante que se desarrolla en
los bronquios a raiz de una obstruccion o de una inflamacién cronica y severa. La
bronquiectasia es un proceso irreversible en los cuales los bronquios se dilatan
permanentemente como resultado de un dafio y debilitamiento de la pared bronquial®*.

Este padecimiento ha sido dividido etiologicamente en dos grandes grupos:
bronquiectasia obstructiva y bronquiectasia no obstructiva. En el primer caso la
dilatacion de la pared bronquial ocurre en la porcidn distal de un bronquio obstruido por
un tumor o cuerpo extrafio. En la bronquiectasia no obstructiva (destructiva) se debe
fundamentalmente a infecciones pulmonares cronicas en los cuales las paredes
bronquiales son destruidas por el proceso inflamatorio mientras que la traccion ejercida
por el tejido pulmonar adyacente produce la dilatacion del tubo bronquial®®=®.

Desde el punto de vista morfoldgico la bronquiectasia se divide en sacular y
cilindrica. La bronquiectasia sacular aparece macroscopicamente como sacos redondos
llenos de exudado purulento que se parecen a los abscesos pulmonares. Sin embargo,
mientras que los abscesos estan delimitados por una capsula 0 membrana piogénica, en
bronquiectasia sacular el exudado est4 rodeado por restos de la pared bronquial.*’ La
bronquiectasia cilindrica aparece como cilindros uniformes de exudado rodeado por
segmentos largos de paredes bronquiales. Los pulmones con bronquiectasia tienen una
apariencia externa nodular que frecuentemente se describe en necropsias como
apariencia bocelada. Microscopicamente, en la bronquiectasia se observa exudado
purulento o necropurulento rodeado de tejido conectivo entremezclado con restos de
cartilago, musculo liso y remanentes de tejido glandular infiltrados por neutrofilos,
linfocitos y células plasmaticas®*%**°.

2 FISTULA BRONCOPLEURAL

2.1.- Definicion, etiologia, factores de riesgo e incidencia

2.1.1.- Definicion

La fistula broncopleural (FBP) es una comunicacion anormal que se establece
entre el arbol bronquial y el espacio pleural, siendo producida por la dehiscencia del
mufion bronquial, que ocasiona un empiema por contaminacion e infeccion retrograda
del bronquio remanente®. La dehiscencia del mufién bronquial es definida como una
alteracion en el cierre bronquial que ocurre después de una reseccion quirurgica del
pulmon. Aunque afortunadamente es poco frecuente, cuando esta ocurre representa un
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desafiante y frustrante problema de manejo asociada con una importante morbilidad y
mortalidad que conlleva a una prolongada estancia hospitalaria y una elevada utilizacion
de recursos sanitarios.

-
4
Cortesa: Dx m:-:w Seron
Al
4 |
Figura 3. Radiografia posteroanterior Figura 4. Fibrobroncoscopia mostrando la
de térax. Coleccién de liquido y nivel FBP

hidro-aéreo en hemitérax izquierdo

La FBP causa una disrupcion de la via aérea, contamina el espacio pleural y
anega de liquido el pulmén o pulmones remanentes, pudiendo originar una neumonia
por aspiracion. Hay que distinguir, sin embargo, las fugas persistentes aéreas de las
resecciones pulmonares de lo que realmente es una fistula bronquial (FB). No es una
mera distincion académica, ya que la etiologia y el tratamiento son muy distintos. Las
primeras son fistulas alveolo-pleurales que se originan a partir de laceraciones del
parénquima pulmonar, y su tratamiento es el mantenimiento, el tiempo que sea
necesario de los drenajes toracicos, y en Gltima instancia la utilizacion de dispositivos
de seguimiento ambulatorio como la vélvula de Heimlich y mas rara vez la
reintervencién quirdrgica. En cambio, una FBP es una urgencia quirdrgica que
necesitara de algun tipo de intervencion.

2.1.2.- Etiologia

La etiologia de la FBP es variada y puede amenazar la vida de un paciente.
Pueden aparecer después de una reseccion pulmonar (causa mas comun) ya sea una
neumonectomia o una lobectomia, por complicaciones infecciosas en casos con necrosis
pulmonar, tras quimioterapia o radioterapia (por cancer pulmonar), y muy rara vez en
casos de neumotdrax persistente espontaneo y tuberculosis (menos comin)***
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TABLA I. ETIOLOGIA ASOCIADA CON LA APARICION DE FBP

Haemophilus influenzae

Streptococcus viridans

Staphylococcus viridans

Pseudomona aeruginosa

Nonhemolytic streptococcus

Aspergillus

Histoplasma capsulatum

Pleuroneumonia complicada

Obstruccidén bronquial severa

Distrés respiratorio agudo (ARDS)

Enfisema lobar congénito LSI

Secuestro pulmonar LII

Bronquiectasias LSD

Cardiopatia congénita

Enfermedad neuroldgica

Genetopatia

Bronquiolitis obliterante

Céncer de pulmén

Cancer de tiroides

Cancer de esofago

Linfomas

Neumoto6rax espontaneo persistente

Enfermedad pulmonar necrosante
asociada a radiacion o quimioterapia
@ Idiopatica

Infecciones

Médicos

Quirdrgicos (lobectomia)

Enfermedad concomitante

Enfermedad maligna

OO0 0000 OOVOOOOOLOOOOOOOOOE

Otros

En la fisiopatologia, la aparicion de una fistula temprana (dentro de la primera
semana) ocurre generalmente por un fallo técnico de la sutura del mufién ya sea por
encontrarse muy suelta, o todo lo contrario, es decir, cuando se aplica una excesiva
tension a los bordes del tejido bronquial que producen isquemia del mismo. La
intermedia (entre 8 y 30 dias) es debida a un fallo en la cicatrizacidn en pacientes que
recibieron radioterapia previa. Por ultimo, la fistula tardia (mas de 30 dias) suele
asociarse a bronquitis o empiema que conduce a la pérdida de la integridad del tejido,
evita la cicatrizacion e incluso puede llevar a la ruptura del bronquio®. Se ha descrito
que la mortalidad del empiema post-neumonectomia con FBP puede llegar a ser del 11-
13%46,47.

Asi mismo, ésta patologia se presenta en pacientes con enfermedades
respiratorias graves, como por ejemplo el sindrome de distrés respiratorio agudo, crisis
bronquial obstructiva severa, absceso pulmonar o pleuroneumonia complicada®*“®. Sato
y cols* analizaron sus experiencias postoperatorias, llegando a la conclusién que 5 de
64 casos (7.8%) tuvieron FBP en el caso de enfermedades inflamatorias y 19 de 481
casos (4%) en los casos de cancer de pulmdn. En estos ultimos pacientes, las FBPs estan
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asociados con casos avanzados, tumores residuales en el mufidén bronquial o el uso
intratoracico de quimioterapia.

La FBP puede ocurrir también como una complicacion tardia y grave de los
procedimientos broncoplasticos, en los que suele aparecer en la 32 a la 4% semana tras la
operacién y se reconoce como causa fundamental de la misma el fallo técnico®. La
colocacion de tubos de drenaje pleural o de catéteres venosos centrales*®* y los
procedimientos con riesgo de trauma pulmonar como la pleurodesis®™®* pueden
ocasionarla, asi como también, la diseccion ganglionar mediastinica al producir
devascularizacion bronquial, pudiendo favorecer la dehiscencia bronquial y la
subsecuente formacion de una FBP.

TABLA 1. CLASIFICACION DE LA FBP

Postoperatoria No postoperatoria

Asociada con reseccion @ Después de procedimientos
@ Malignidad @ Biopsia pleural
@ Trauma @ Broncoscopia
@ Infecciosas @ Biopsia de pulmén
Asociada a enfermedad pleuroparenquimal @ Idiopatica
@ Empiema @ Infecciones
@ Trauma toréacico @ Neumotdrax espontaneo persistente
@ Otras infecciones @ Trauma toréacico
o o Enfe_rmedad pu_lm(_)nar nec_roj[izante_
asociada a radiacion o quimioterapia
@ Reparacion de perforaciones tragqueal o ® ARDS

esofagica
@ Enfermedad de reflujo gastroesofagico
@ Sindrome de Boerhaave

Debido a que la etiologia quirargica y no quirargica de la FBP tiene diferentes
abordajes y pronésticos se ha clasificado a la FBP en la Tabla 11°%. Esta clasificacion
puede ser util al clinico y puede servirle de guia para la eleccion y aproximacion al
diagnostico. En general, los procedimientos quirdrgicos (particularmente, los que estan
relacionados con pulmones necroéticos o cancer pulmonar) tienen la incidencia mas alta
y pueden tener el peor pronostico.

2.1.3.- Factores de riesgo

La predisposicion a la dehiscencia del mufién bronquial puede ocurrir debido a
factores de riesgo preoperatorios, intraoperatorios y postoperatorios.
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2.1.3.1.- Los factores de riesgo preoperatorios

Est4 relacionada con las caracteristicas propias de cada paciente tales como
enfermedades concomitantes (inmunodepresion, diabetes insulino-dependiente®,
malnutricién), medicamentos (esteroides, inmunosupresores) y tratamientos previos a la
cirugia como la radiacién preoperatoria del torax* . Estudios realizados por Algar y cols
> demostraron que la aparicién de la FBP precoz después de una neumonectomia
estuvo significativamente asociada con la EPOC (p=0.017), la hiperglicemia (p=0.003),
la hipoalbuminemia (p=0.017) y la terapia con esteroides previa a la cirugia (p<0.001).

TABLA IlIl. FACTORES DE RIESGO EN LA
DEHISCENCIA DEL MUNON BRONQUIAL
Factores preoperatorios

' Esteroides

< Medicamentos inmunosupresores (&.j.
azatioprina)

' Medicamentos antiproliferativos (e.j. sirolimus)

' Enfermedad colageno vascular

< Cirrosis

' Fumadores

' Neumonia

' Enfermedad inflamatoria pulmonar

' Infeccion pleural/empiema

' Tuberculosis activa

v Radioterapia toracica previa

' Diabetes mellitus/hiperglicemia

< Pacientes con edad avanzada (>60 afios)

< Malnutricién/hipoalbuminemia

' Quimioterapia preoperatoria

+ Funcién pulmonar comprometida (EPOC, FEV1
baja, DLCO baja)

En la medida de lo posible se deben corregir o disminuir estos factores de riesgo.
Asi, las infecciones o la malnutricion deben ser tratadas de una forma agresiva. Los
tratamientos con esteroides deben ser ajustados a las dosis mas bajas posibles antes de
la cirugia. Los pacientes diabéticos deben seguir un estricto control y restringir el habito
tabaquico a los pacientes.

También se han descrito otros factores de riesgo, que estarian relacionados con

los anteriores como son: fiebre, H. influenzae en esputo, indice de sedimentacién
eritrocitica elevada y anemia®.
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2.1.3.2.- Los factores de riesgo intraoperatorios

DEHISCENCIA DEL MUNON BRONQUIAL
Factores intraoperatorios

' Neumonectomia derecha

' Desvascularizacion del bronquio

+ Fallo técnico de la grapadora

' Sutura desintegrada

' Margen bronquial afecto por tumor

~ Mufién bronquial largo

V' Linfadenectomia mediastinica®

' Diametro grande del mufién bronquial (>25
mm)57

V' Trasfusion sanguinea™

Las resecciones pulmonares amplias como la neumonectomias constituyen un
factor importante de riesgo de FBP*®**°) siendo significativamente mas frecuente su
aparicion tras la neumonectomia derecha (13.2%) que tras la neumonectomia izquierda
(5.0%)°°%. Hay dos razones principales para que se incremente esta incidencia en la
neumonectomia derecha. Una de ellas es que el bronquio principal esté irrigado por una
sola arteria bronquial, mientras que el bronquio principal izquierdo esté irrigado por dos
arterias bronquiales. La segunda es que®® el bronquio principal izquierdo se encuentra
protegido debajo del arco adrtico con un tejido mediastinico circundante vascularizado.
El mufién del bronquio izquierdo se retrae debajo del arco aortico, mientras que el
bronquio principal derecho no tiene tal proteccion natural. Este es, probablemente, un
componente del riesgo inherente de la neumonectomia derecha. Cuando ademas, la
neumonectomia derecha se asocia a terapia neo-adyuvante, se ha observado una
mortalidad de 24%% debido a FBP. Otro factor de riesgo a tener en cuenta es la
metastasis de los ganglios subcarinales®* en contacto con el mufién bronquial.

2.1.3.3.- Los factores de riesgo postoperatorios

Entre los factores de riesgo mas importantes para la formacion de una FBP se
encuentran la necesidad de ventilacion mecanica postoperatoria®®, de hecho la
extubacion precoz debe ser una prioridad después de la cirugia para evitar el inherente
barotrauma que puede poner en riesgo el cierre del mufion bronquial.

TABLA V. FACTORES DE RIESGO EN LA
Factores postoperatorios
v Ventilacién mecanica presion positiva
' Empiema postoperatoria
v Uso prolongado de tubo de drenaje toracico

v Requerimiento de trasfusiones de sangre
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Otros factores de riesgo que estan implicados son: la fiebre, uso de esteroides,
leucocitosis, traqueostomia y broncoscopia para succionar el esputo/moco,
contaminacion de la cavidad pleural®’.

2.1.4.- Incidencia

Aunque ha disminuido en los ultimos afios, debido al avance de las técnicas
quirdrgicas, la incidencia y desarrollo de la FBP varia desde 1.5% — 28% después de
una reseccion pulmonar***°®%  Esta variabilidad aparentemente depende de la
etiologia, la técnica quirdrgica y la experiencia del cirujano® . La incidencia es menor
cuanto mejores sean las condiciones del paciente. Cerfolio® describié una incidencia
que variaba desde 4.5% a 20% tras una neumonectomia y de 0.5% después de una
lobectomia®™. Sirbu y cols®, encontré en 490 pacientes que sufrieron una reseccion
pulmonar debido a cancer de pulmo6n una incidencia de FBP de 4.4% (22 de 490
pacientes), 21 de los pacientes (95.5%) fueron hombres y 1 paciente (4.5%) fue mujer
con un promedio de edad de 57.8 afios. La FBP ocurri6 en 12 pacientes tras una
neumonectomia (54.6%), en 9 después de una lobectomia (40.9%), y en 1 paciente
(4.5%) después de una reseccién broncoplastica en manguito™.

Como se ha comentado previamente, los aspectos de la técnica quirdrgica
también influye en la incidencia de FBP como la neumonectomia y sobre todo la del
hemitérax derecho que puede llegar a ser incluso de un 75%°, un mufién bronquial
largo, cancer residual en el margen bronquial, devascularizacién del mufién bronquial,
ventilacién prolongada o reintubacién después de la reseccién y la inexperiencia
quirdrgica. La reseccidon excesiva 0 escasa en tumores malignos, con tejido tumoral
residual cercano o residual en el mufién bronquial**®®, la tensién de la sutura y la
excesiva diseccion peribronquial y paratraqueal se han asociado con el incremento en la
incidencia de FBP. Todos ellos incrementan el riesgo de necrosis isquémica con
subsecuente colonizacién bacteriana.

La mayor incidencia de FBP se presenta en adultos, asociandose a una
mortalidad que puede oscilar entre 18%-50%*. En nifios, la mayoria de los estudios
corresponden a casos de prematuros en los cuales la FBP aparece como complicacion
de la ventilacién mecéanica debido a un ARDS por membrana hialina. La mortalidad en
éstos pacientes puede sobrepasar el 50% en aquellos prematuros de muy bajo peso al
nacimiento’.

Cuando consideramos la incidencia de la FBP en relacion al tipo de sutura,
Sonobe y cols”® encontré una incidencia de 1.8% cuando se utiliza una sutura manual,
5,0% cuando el mufién bronquial es cerrado con una grapadora, y 1,9% si se combina
el cierre con grapadora y una sutura de refuerzo en el lado distal a las grapas y un 1,0%
cuando la sutura de reforzamiento fue colocada en el lado proximal a las grapas.
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2.2.- Manifestaciones clinicas

La presentacion clinica es variable, y para una mejor comprension, se puede
dividir en: subaguda, aguda y cronica.

2.2.1.- Forma aguda o precoz

Puede haber una dehiscencia del mufion bronquial en los primeros 7 dias de
realizar una reseccion pulmonar, y se presenta con una importante salida de aire v,
muchas veces, la formacion de un enfisema subcutaneo. El paciente presentard a la
exploracion fisica, malestar general, disnea, fiebre, sudoracion profusa y escalofrio
secundario a una infeccion dentro del espacio pleural. En otros casos se sospechara en
pacientes que durante el periodo postoperatorio presenten expectoracion copiosa de
liquido claro, espumosa o serosanguinolenta en los primeros dias y de secreciones
purulentas si ocurre mas tardiamente.

Asimismo, se debe sospechar una FBP cuando aparece un nivel hidroaéreo que
aumenta de tamafio, se observa desplazamiento de la traquea y mediastino y
disminucién o ausencia de derrame pleural en la radiografia toracica®™. Puede ocurrir
también un distrés respiratorio debid a causas secundarias, como el paso de fluidos
pleurales del mufién bronquial hacia el pulmén contralateral, o por fuga de aire dentro
del espacio pleural vacio, lo que puede ocasionar un neumotorax a tension que lleva a
un compromiso cardiovascular. Los etapas siguientes tras el desarrollo de una FBP
aguda seria: aparicion de un neumotdrax, alteracion de la relacion ventilacidn/perfusion,
hipoventilacion alveolar y finalmente el desarrollo o la agravacion de una insuficiencia

respiratoria**°.

2.2.2.-Forma subaguda o intermedia

Cuando aparecen entre los 8 y 30 dias después de la cirugia. Usualmente,
después de una neumonectomia’®, pueden estar presentes pequefias cantidades de aire y
fluidos en el espacio pleural. El aire se reabsorbe de forma gradual y progresiva y se
acumula el liquido aunque ambos seran reabsorbidos dentro de las primeras 24 a 48
horas tras la cirugia. Cuando la presentacién es de forma subaguda, a menudo los
sintomas pasan desapercibidos en la evolucion clinica de los pacientes. Sin embargo, se
aprecia debilitamiento, malestar, fiebre y puede haber o no presencia de tos.

2.2.3.-Forma crénica o tardia

La FBP aparece después de los 30 dias tras la cirugia. La FBP que ocurre
después de las 2 semanas siguientes a la cirugia, es secundaria a secreciones que se
acumulan y que se encuentran contaminadas o infectadas en el mufion bronquial y que
penetran dentro de la cavidad pleural conduciendo a un empiema postneumonectomia.
Mucho menos frecuente es que se deba a una infeccion primaria del espacio pleural que
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conduce a una dehiscencia del mufién bronquial”™. La FBP ocurre después de una
neumonectomia, usualmente dentro de los 90 dias de la operacion’ .

2.3.- Prevencion

El mejor tratamiento para evitar la dehiscencia del mufién bronquial es la
prevencion. Identificar y corregir los factores de riesgo que conllevan a ésta dehiscencia
antes del acto quirargico es primordial para evitar posibles complicaciones. En lo
posible, tratar la desnutricion y reducir, lo méas que se pueda, las dosis de esteroides. La
infeccion pulmonar (bronquitis, neumonia) debe tratarse con antibioticos antes de una
reseccion pulmonar®.

Durante la cirugia, se debe ser muy meticuloso al diseccionar el bronquio hasta
su origen para evitar la excesiva desvitalizacion del mismo o durante la
linfadenectomia. Si ha existido radioterapia previa, el refuerzo del mufién bronquial con
un colgajo muscular reduce la posibilidad de dehiscencia. Deben usarse suturas
bronquiales mecanicas y/o con puntos sueltos irreabsorbibles finos, con aguja
atraumatica. No se deben dar puntos demasiado unidos ni muy apretados para evitar la
isquemia del mufidn. Debe evitarse el almacenamiento de secreciones dentro del mufidn
bronquial por que puede conducir a una infeccion, dehiscencia y fallo en el cierre del
mufién. La pars membranosa, que es muy flexible, debe aproximarse hasta la porcion
cartilaginosa del bronquio para evitar que haga tensién en las esquinas del mufién”.

2.4.- Diagnostico

Una FBP pequefia puede presentar una sintomatologia minima o incluso puede
estar oculta. Se sospechara en pacientes que en el periodo postoperatorio presentan
expectoracion copiosa de liquido serosanguinolento en los primeros dias o de material
séptico si ocurre tardiamente. Asimismo se tendra en cuenta la posibilidad de FBP
cuando en la radiografia simple del térax aparece un nivel hidroaéreo que aumenta de
tamafio progresivamente, asociado a la expectoracién, o cuando el hemitérax
intervenido estd vacio. La desviacion del mediastino hacia el lado no operado es otro
signo radioldgico de esta complicacion debido a un incremento de la cantidad de aire en
el lado intervenido®. Puede también aparecer en el pulmén remanente un moteado
difuso, secundario a broncoaspiracion.

Ricci y cols’®, realizaron un estudio retrospectivo en 33 pacientes utilizando la
tomografia axial computarizada (TAC) como una herramienta guia para el diagndéstico
de una FBP periférica. Encontraron que la TAC sirvio para identificar y localizar la
causa en un 55% de los pacientes que requirieron una intervencién quirdrgica. La FBP
aparecio en el lado derecho en 24 pacientes, mientras que el lado izquierdo sélo en 9
pacientes. En este estudio concluyeron que la TAC es (til para detectar la etiologia de la
FBP y seleccionar potenciales candidatos para cirugia y que ademas puede ser Gtil en la
demostracion de recidiva o persistencia tumoral.
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En los ltimos tiempos se ha descrito la fistulografia a través del orificio cutaneo
o0 inyectando un contraste por el tubo de drenaje pleural como el azul de metileno dentro
de la cavidad pleural para determinar si el esputo se tifie con el colorante, aunque no son
practicas habituales. Asi mismo, se ha descrito la utilidad de la inhalacién de N,O y
monitorizacion de endotelina-1 plasmatica’”.

Un método de diagndstico en el campo de la medicina nuclear sencillo y no
agresivo es la gammagrafia de ventilacién que consiste en hacer respirar al paciente
aerosoles de *™Tc-DTPA en un circuito cerrado durante 10 minutos, adquiriendo
posteriormente imagenes en proyecciones anterior y posterior en una gamma-camara,
las imégenes obtenidas se manipulan mediante un software y se aplican filtros sobre el
parénquima pulmonar y arbol bronquial, visualizandose de ésta forma trazados de
diferentes tonalidades o depésitos de aire y comunicaciones broncopleurales’®. También
se ha utilizado el radiois6topo Xe-133 que es capaz de valorar méas correctamente la
funcién ventilatoria en todas sus fases y probablemente sea superior al **™Tc-DTPA en
la deteccién de FBP*®", sin embargo presenta la desventaja que éste procedimiento no
es accesible en la mayoria de los centros dada la complejidad de una infraestructura
especifica y la dificil disponibilidad del radioisétopo (Figura 5).

Figura 5. Gammagrafia mostrando la imagen de la
FBP

La broncoscopia es de importancia capital, ya que permite una adecuada
evaluacion de la localizacién del orificio fistuloso y sus caracteristicas®, también
excluye de tuberculosis u otra etiologia infecciosa e incluso, y de ser posible, permite la
introduccion de sustancias sellantes dentro del tracto fistuloso que resuelvan la FBP.

Por ultimo, las pruebas de laboratorio son inespecificas y suelen mostrar una
intensa leucocitosis con desviacion a la izquierda y marcada hipoxemia.
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2.5.- Prondstico I

Los indices de mortalidad descritos por FBP son muy variables. Pierson y cols*
realizaron un estudio con ventilacién mecénica en urgencias durante un periodo de 4
afios. Ellos encontraron que 39 de los 1700 pacientes (no operados y con ventilacion
mecanica) desarrollaron FBP dentro de las primeras 24 horas. La mortalidad en éstos 39
pacientes fue de un 67%, siendo aquellas de aparicion mas tardia las mas mortales con
respecto a las FBP de aparicion temprana (94% vs 45%). Del mismo modo, las fugas de
aire mayores se asocian con mas mortalidad que aquellas donde hay una pequefa fuga
de aire. Otros autores han descrito mortalidades cercanas al 50%. Sin embargo, en
estudios en los que se utilizaron colgajos musculares torécicos y omento se logro
disminuir la mortalidad, como es el caso del estudio publicado Sirbu y cols>, donde la
mortalidad fue de un 27.2% (6 de 22 pacientes).

2.6.- Tratamiento

Durante afios la Unica técnica disponible para el cierre de la fistula era la cirugia,
la cual estaba asociada a una alta morbi-mortalidad®®. Hoy en dia, no hay un dnico
tratamiento establecido para la FBP, existiendo varias opciones terapéuticas de eleccion
que van desde terapias conservadoras hasta procedimientos quirargicos agresivos, los
cuales, incluso, pueden ser incapaces de solucionar el problema. La mayoria de éstas
intervenciones son descritas en series de casos aislados, experiencias personales o
estudios retrospectivos, pero no existe un consenso establecido; asi que los tratamientos
sobretodo son individualizados, dependiendo tanto de las caracteristicas fisiopatoldgicas
de la fistula (recorrido, calibre) como de la situacién clinica del paciente® (Figura 6).

Tratamiento
FBP

Quirdrgico

Figura 6. Tratamiento de la FBP

2.6.1.- Orientacién inicial

El manejo inicial consiste en la evaluacion del paciente, siendo lo mas
importante su estabilizacion®. Si hay presencia de neumotérax a tension, est indicado
el uso de un drenaje pleural no aspirativo, que permite la resolucion del neumotorax y la
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reexpansion pulmonar, en los casos de lobectomias, ya que la presion negativa
dificultaria el cierre de la fistula. Sin embargo, si es necesario el uso transitorio de un
drenaje aspirativo, debido a persistencia del neumotorax, es aconsejable utilizar la
menor presién negativa posible®®*%®, La evacuacién del liquido mediante el drenaje
pleural, evita la inundacion del pulmoén remanente y a su vez esta accion, constituye una
medida clave para tratar el empiema cuando existe. EI empiema es una complicacion
frecuente asociada a las fistulas, sobre todo en aquellas de mayor tamafio y aparicion
tardia®*®°. Su presencia supone un aumento de la morbilidad de los pacientes.

El control de la ventilacion y oxigenacion del paciente, el uso de antibidticos
intravenosos y el apoyo nutricional son partes esenciales del tratamiento de la FBP®®*®.

2.6.2.- Broncoscopia, sustancias sellantes y ocluyentes

Inicialmente fue utilizado para la evaluacion del mufién y para el diagnostico
diferencial de tuberculosis, sin embargo, el broncoscopio flexible ha ido ganando maés
aceptaciéon como instrumento de diagndstico y como una modalidad terapéutica en
pacientes con FBP. Incluso el broncoscopio de fibra dptica ha sido utilizado de manera
percutanea para visualizar la via de una fistula broncopleurocutanea®.

En los Gltimos afios y con el desarrollo de la fibrobroncoscopia se ha logrado un
mejor diagndstico de la FBP a través de su visualizacion directa. Ademas ha permitido
la instilacion de sustancias sellantes®®, sustancias ocluyentes, la inyeccién submucosa de
sustancias que aproximen los bordes de la fistula® como el polidocanol y las particulas
revestidas de carbono pirolitico suspendidas en un gel con base acuosa®® o la
introduccién de prétesis de silicona o metalicas®™. Las sustancias sellantes més
utilizadas en la actualidad son metil-2-ciano-acrilate: Histoacryl® o colas de fibrina
como son Tissucol® (solucién de fibrinégeno, trombina, plasmafibronectina, factor
X111, plasmindgeno, aprotinina). Como sustancias ocluyentes® se han usado catéteres o
espirales vasculares.

En un estudio realizado por Takaoka y cols®, cinco pacientes con FBP fueron
tratados con una inyeccion de etanol absoluto colocado directamente dentro de la
submucosa de la fistula con un broncoscopio flexible. En los resultados obtenidos, no
encontraron complicaciones, recomendandolo como primera linea de terapia en
pacientes que desarrollaron FBP central postoperatoria y las cuales tenian un orificio
inferior a 3mm de didmetro.

En la actualidad, los méas utilizados, y con los que se tiene una mayor
experiencia, son los sellantes, en concreto la cola de fibrina y el metil-2-ciano-acrilate.
Las principales ventajas de Histoacryl® es su facil aplicacion, que no necesita prepararse
con antelacién, que se solidifica inmediatamente y que es de facil extraccion en caso de
obstruccién bronquial; en el caso del Tissucol® sus 2 componentes se aplican por
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separado y se unen a la salida del catéter de angioplastia, formando asi una sustancia
gelatinosa que tarda horas en solidificarse, pero que recubre una mayor extension.

Las diferentes sustancias sellantes son mas eficaces si se aplican en fistulas
menores de 5 mm, aunque la ausencia de complicaciones asociadas a la técnica y el
hecho de que el tratamiento puede aplicarse en la misma fibrobroncoscopia que
confirma el diagnostico de la FBP, permiten intentarlo en practicamente todos los
pacientes, dado que ni imposibilita ni retrasa la realizacion de una cirugia reparadora si
se considera necesaria. Aunque éstas sustancias pueden ser efectivas en muchos casos,
en otros produce recidiva por desprendimiento del sellado®.

Uno de los tratamientos que se han utilizado para intentar conseguir la
aproximacion de los bordes de la fistula es la instilacion de &cido tricloro-acético, de
caracteristicas irritantes cuando se utiliza en concentraciones de 20-40% preparadas a
partir del 4cido tricloro-acético puro y disolviéndolo en agua destilada®’.

2.6.3.- Ventana toracica y drenaje

En general, ante la presencia de una FBP cronica tras una reseccion pulmonar, la
ventana de Eloesser se recomienda como un procedimiento intermedio. Este
procedimiento consiste en realizar una incision de U invertida fijando la pleura parietal
con la piel y una reseccion de uno a tres arcos costales para el drenaje libre de la
cavidad toracica (Figura 7 y 8). Se utiliza para el control de la infeccién y dar tiempo
para mejorar nutricionalmente al paciente, mientras se intenta un procedimiento
definitivo con cierre de la fistula y obliteracién del espacio pleural®. Si la enfermedad
primaria fue tumoral y el tratamiento quirdrgico es apropiado y no se encuentra recidiva
tumoral, los resultados suelen ser satisfactorios para controlar la FBP, con éxitos de
entre el 70% y el 90%.

N

Figura 7. Reseccion costal Figura 8. Salida de liquido fibrinopurulento
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2.6.4.- Colgajos musculares y epiplén

En los pacientes con FBP precoz tras una cirugia de reseccion pulmonar, la
mayoria de los casos se deben a la dehiscencia de la sutura del mufién bronquial por
fallo de cierre del mismo. Salvo que la fistula sea pequefia o no lo permitan las
condiciones clinicas del paciente, se intenta el cierre endoscopico o el sellado quirtrgico
del mufion'®1%  La técnica utilizada se conoce como técnica de Abruzzini y
comprenderia la reseccidn del mufion por esternotomia media, a través del mediastino
para evitar la zona séptica de la cavidad pleural, la sutura del bronquio en margen sano
y el relleno de la cavidad ya sea con musculos, epiplon o su obliteracién mediante una

toracoplastia, menos usada'®** (Figura 9 y 10).

|

Figura 9. Uso de colgajos de masculo Figura 10. Uso de colgajos de musculo
intercostal serrato anterior

Como ya hemos dicho, el mejor tratamiento para la FBP es la prevencion. Esta
gira alrededor de técnicas quirurgicas meticulosas y el libre uso de profilacticos. La
cobertura del mufién bronguial con colgajos musculares pediculados se ha descrito en
pacientes sometidos a terapia neoadyuvante en cancer de pulmon, protegiendo el mufién
bronquial de isquemia adicional y necrosis*’. El uso de estos colgajos musculares se
recomienda en pacientes con empiema pleural en los que se requiere reseccion
pulmonar mayor o cuando el compromiso infeccioso del paréngquima pulmonar pone en
riesgo el muiidon bronquial. Aunque el uso de colgajos musculares pediculados o
miocutaneos no esta exento de complicaciones, es un método efectivo y confiable para
el manejo de pacientes con lesiones cardiotoracicas complicadas, entre las que incluyen
FBP y empiema'®. En ocasiones la fistula puede recidivar por atrofia del musculo
traslocado con el consecuente fallo para sellar el mufién y llenar la cavidad pleural
residual'®. Las mioplastias aportan relleno a las cavidades, vascularizacion y refuerzo
de suturas. Los musculos méas comunmente usados en éste tipo de procedimientos han
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sido el dorsal ancho, el pectoral mayor, el serrato anterior y el recto anterior del
abdomen.

El uso de un musculo como colgajo requiere la diseccion quirdrgica de todo o
parte del mismo sin interrumpir su vascularizacion, por lo que es bésico tener
conocimientos de la anatomia vascular de éste. El factor mas importante para la eleccion
del colgajo va a ser la localizacion de la toracotomia. Otro aspecto a tener en cuenta en
la seleccion del musculo es la forma y la funcién tanto en el sitio donante como el
receptor.

El uso de algunos musculos puede dejar considerables secuelas funcionales y
estéticas. Por ello se debe usar uno de un grupo muscular con funciones sinérgicas o
realizar técnicas preservadoras de la funcion y/o de la forma del mdsculo basadas en la
particular circulacion e inervacion del mismo. El dltimo factor que se debe tener en
cuenta en la seleccion de mioplastias es el arco de rotacién, éste depende del avance del
musculo desde la zona donante sin desvascularizarse y el alcance del mismo para llegar
al sitio receptor. El punto de rotacion es determinado por el lugar de entrada del

pediculo dominante en el masculo™®’.

Por otro lado, se ha descrito el uso del omento para el manejo profilactico de los
mufiones bronquiales en riesgo, la desventaja de ésta técnica radica en agregar una
laparotomia y manipulacién intraabdominal®® (Figura 11).

Figura 11. Uso del epiplon

Finalmente, el indice méas alto de supervivencia en un FBP se debe a una
sospecha temprana, asi como, su rapido diagnostico, manejo inicial y una intervencion
quirdrgica agresiva.
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A modo de indicaciones generales:

Si se hace el diagnéstico de FBP en las primeras 24 a 48 horas del periodo
postoperatorio:

-Se recomienda realizar una toracotomia de urgencia con la inclusion de nuevos
puntos de sutura o reamputacién y nueva sutura del bronquio, segun los hallazgos.
Recubrir la sutura con un colgajo de pleura, pericardio o de musculo intercostal con su
paquete vasculonervioso.

-Si se trata de una gran fistula que de inicio requiera ventilacion mecanica, se
deben disminuir los pardmetros de presion positiva (PIM y PEEP) hasta los niveles que
permitan mantener la adecuada ventilacion con la minima fuga posible a través de la
fistula.

-La ventilacion de alta frecuencia mejora el intercambio gaseoso y disminuye el
escape aéreo.

Cuando el diagnostico se hace después del tiempo sefalado:

-La conducta terapéutica y su secuencia dependera en general del estado fisico
del paciente, su enfermedad de base, reserva cardiorrespiratoria preoperatoria, hallazgos
operatorios previos y tipo de reseccion realizada, cronologia, magnitud y topografia de
la fistula, experiencia quirdrgica y respuesta a los procederes aplicados. Es
recomendable:

-Evacuar el empiema asociado y esterilizar lo méas posible la camara pleural.

-Punciones toracicas, drenaje pleural (excepcionalmente con aspiracion negativa
controlada a baja presién) y lavados pleurales.

-Antibioterapia sistémica y local.

-Revision quirargica de la camara pleural, (extraccién de cuerpos extrafios y
masas de fibrina que impiden el cierre de la fistula) la que se podrd complementar con
una operacion sobre la pared para reducir su volumen (toracoplastia) o ventana toracica.

- Una vez drenada la camara pleural se podran realizar:

-Cauterizaciones endoscopicas repetidas o colocacion de sellantes a través del
broncoscopio de fibra 6ptica (habitualmente en fistulas menores de 5 mm de diametro).
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-Transposiciones intratoracicas de colgajos musculares pediculados o
libres (pectoral mayor, menor, serrato anterior, musculo intercostal, dorsal ancho, recto
anterior del abdomen) o transdiafragmatica de epiplén mayor, de acuerdo con el cuadro
clinico y tamafio y localizacion del espacio pleural residual.

-De no existir empiema, lo que habitualmente es excepcional, puede
valorarse la posibilidad de practicar reamputacion con sutura en parte sana del bronquio
0 ampliacién de la reseccion pulmonar.

-Neumonectomia en fistulas grandes incontrolables de I6bulo superior.
En fistulas de l6bulo medio o inferior derecho, seccién del bronquio intermediario
conservando el I6bulo superior. Lobectomias en caso de fistulas tras resecciones
pulmonares segmentarias o atipicas.

-En el caso de fistulas crénicas es dificil y peligroso intentar el abordaje
del bronquio a través de la fibrosis mediastinica, debiendo seguirse el principio de
buscar el bronquio en zona sana. En las fistulas derechas, directamente en el mediastino
a través de una esternotomia media (técnica de Abruzzini). En el lado izquierdo por
toracotomia estandar movilizando ampliamente el cayado aortico. Estas técnicas son de
manejo excepcional y solo a tomar en cuenta después del fracaso de los tratamientos
anteriores y de la enfermedad causal.

3 PLASMA RICO EN FACTORES DE CRECIMIENTO

La estimulacion de la regeneracion de tejidos del organismo sigue siendo uno de
los retos més perseguidos y anhelados por los especialistas en varias areas terapéuticas.
Los ultimos adelantos se dirigen a aumentar o mejorar los mecanismos intrinsecos de
respuesta celular, centrandose en un elemento nuevo: la sangre y sus componentes. De
ésta manera se llega al plasma rico en factores de crecimiento (PRFC) (Figura 12).

Glébulos rojos
Hematies
Eritrocitos

Leucocito
baséfilo .

Leucocito ‘ C:
neutrdfilo Plaquetas
Trombocitos

Figura 12. Componentes de la sangre
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El plasma sanguineo es la porcion liquida de la sangre en la que estan inmersos
los elementos formes. Es esencialmente una solucién acuosa de composicion compleja
que contiene un 91% de agua, proteinas (6-8 g/dL), aminodcidos, glucidos, lipidos,
sales, hormonas, enzimas, anticuerpos, urea, gases en disolucién y sustancias
inorganicas como sodio, potasio, cloruro de calcio, carbonato y bicarbonato. Ademas de
vehiculizar las células de la sangre, también transporta los alimentos y las sustancias de
desecho recogidas de las células. EI volumen plasmatico total oscila entre 40-50mL/Kg
peso.

Young y Medawar'® en 1940, publicaron un articulo donde explicaban que
habian conseguido unir varios nervios periféricos de conejos con plasma sanguineo. En
1943 Tarlov'® hizo experimentos similares. Trabajé con plasma de conejo autélogo y
homdlogo y desarroll6 una técnica especial para mejorar la aposicion nerviosa del
mufion, pero la fuerza y estabilidad de los sellantes era pobre y las técnicas de
microcirugia ain no se habian desarrollado, por lo que el nimero de fracasos fue alto.

Los investigadores han identificado sustancias biolégicamente activas en el
plasma sanguineo, que promueven la reparacion del tejido afectado. Estos agentes han
sido denominados factores de crecimiento (GFs). Marshal Urist''® describié en 1965 la
proteina morfogénica 6sea (BMP) y desde entonces se han sintetizado estas y otras
proteinas, que nuestro organismo posee de forma natural en la sangre y particularmente
en las plaquetas. En 1982 Knighton y col., descubren el potencial de los factores de

crecimiento como estimuladores de la curacién de lesiones y heridas**.

Inicialmente los procedimientos de obtencion del plasma rico en plaquetas
(PRP) partian de cantidades de sangre muy grandes (500 cc) que requerian de unos
aparatos especiales y costosos que impedian la utilizacion en procedimientos

ambulatorios®*?.

En la década de los 90 varios autores utilizaron los concentrados a base de PRP
en injertos orales y maxilofaciales, con el fin de obtener la fibrina de manera autéloga,
activando el PRP con trombina bovina. De esta forma observaron que, ademas del
beneficioso efecto osteoconductivo que aportaba la fibrina, existia un aporte de factores
de crecimiento beneficiosos para la curacién 6sea*>'*2,

3.1.- Las plaquetas

Las plaquetas son porciones citoplasmaticas de los megacariocitos de la médula
Osea. En sangre encontramos de 150.00 a 400.000/pl y como no tienen nucleo para
replicarse, moriran en 7-9 dias.

Ademas de intervenir en los procesos de hemostasis mediante la formacion del
coagulo, inician el proceso de reparacién de las heridas* ya que son un reservorio
fisiologico de algunos factores de crecimiento que poseen un papel activo en la
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regeneracion de los tejidos*™®. Las plaquetas son una fuente rica de al menos tres
factores de crecimiento, el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (Pdgf), factor
de crecimiento tumoral beta 1(Tgfp-1) y factor de crecimiento tumoral beta 2 (Tgfp-
2)116.

Cuando se produce una herida, las plaquetas se uniran al colageno expuesto de la
pared vascular (adhesién) y a la vez entre si (agregacion) a través de puentes de
fibrindgeno. La degranulacion (activacion) de las plaquetas se puede realizar por varios
mecanismos, mecanicos 0 quimicos. Uno de los mas fuertes es la adhesion de las
plaquetas al colageno y otros componentes del endotelio, otro seria la presencia de
trombina. Al activarse, las plaquetas obtienen una forma esferoidal y espinosa con
movimientos de pseudopodos y expulsion de granulos que liberaran a su vez factores de
crecimiento. Una plaqueta en circulacion posee alrededor de 35 granulos alfa y 5
cuerpos densos™’. También se liberan nuevos factores agregantes que, junto con la fase
plasmatica de la coagulacion, originardn trombina y posteriormente sustituiran el
fibrindgeno soluble por fibrina. Este proceso no se realizard si existe ruptura o
fragmentacion plaquetaria por lo que las variaciones en la obtencion de los preparados
plasmaticos ricos en plaquetas modificaran el contenido de factores de crecimiento
final*'®. In vitro se ha visto que la membrana de las plaquetas también estimula la
actividad mitogénica de las células éseas humanas contribuyendo a la regeneracion de

tejidos mineralizados'*®.

Tras la liberacion inicial de factores de crecimiento del PRP, las plaguetas
sintetizaran y liberardn mas GFs durante los 7 dias siguientes de su vida. Una vez
mueren, los macrofagos que habran alcanzado la zona estimulados por las propias
plaguetas, liberaran a continuacion mas factores de crecimiento'®. Las plaquetas
desempefian un papel muy importante dentro del PRP, ya que constituyen la principal
fuente de actividad mitdgena en el plasma sanguineo’” y van a funcionar como un
vehiculo portador de factores de crecimiento y de otras proteinas que desempefian un
papel importante en la biologia 6sea, como son la fibronectina y otras proteinas

adhesivas'?.

En 1993, Hood"? describié el uso de concentrados plaquetarios para formar gel
plaguetario, extraido mediante un método de centrifugacion diferencial'®*. Se obtienen
entre 50 y 60 ml. de concentrados plaguetarios que son mezclados con trombina bovina
y que han sido de gran utilidad en cirugia cardiaca para sellar erosiones ocasionadas por
la diseccion en las reintervenciones, asi como para el sellado de las lineas de suturas y
de las protesis’®'?®. Se ha utilizado para el sellado de &reas cruentas y como
hemostatico en cirugia de higado y rifion'?®, y ademas en la reparacion de fistulas de
liquido cefalorraquideo en la duramadre con porcentajes de éxito del 95%%.

Otro grupo de investigadores, dirigidos por Marx en 19982 estudiaron el
comportamiento de las plaquetas de la sangre como responsables de la reparacién
celular, encontrando los tres factores de crecimiento ya comentados: Pdgf, Tgfp-1 y
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Tgfp-2. En el 2004 éste mismo autor, describié otros siete factores de crecimiento
implicados'?’. De forma que, Anitua en 1999 propone utilizar en clinica el PRFC que
contienen importantes GFs como: Tgff3-1, factor de crecimiento vascular derivado del
endotelio (Vegfa), factor de crecimiento insulinico 1 (Igf-1), ya que dichas proteinas
tienen propiedades como la migracion celular dirigida (quimiotéxis), proliferacion y la
diferenciacion celular, procedimientos claves en los procesos de reparacion y
regeneracion 2" 1%°,

Tabla VI. Principales Constituyentes de los Organulos Plaquetarios y Actividades

Constituyentes Actividad

ADP Agregacion
Cuerpos ATP
Densos ca® Pro-agregacion
Serotonina Agregacion
Factor plaquetario 4 (PF4) Proteina neutralizador de
heparina
. Inhibicion de la actividad de
Trombomodulina .
trombina
B tromboglobulina (B-TBG) Antiheparina
Trombospondin (TSP-1)
Fibronectina Glicoproteina adhesiva
Factor Van Willebrand
Pdgf
TgfpB-1
Factor de crecimiento de
3 hepatocito (HGF) Factores de crecimiento para
Grénulos a - . L
Factor de crecimiento fibroblastos, queratinocitos,
fibroblastico bésico (bFgf) células endoteliales y
Factor de crecimiento musculares
vascular endotelial (Vegfa, Vegfc)
Factor de crecimiento
epidérmico (Egf)
Inhibidor C1 Inhibidor
Fibrindgeno procoagulante
AntigenalFactor VIl Mejoradqr de la adhesion
plaquetaria

Macroglobulina o,

. . Antiproteasas
Antiplasmina o,

Fuente: Bocci, V, 2002 130
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3.2.- Desventajas del uso de PRFC

Sin duda, son innegables los buenos resultados de los tratamientos con
concentrados de PRFC, en relacion a la mejor y més rapida regeneracion de los tejidos
donde se han aplicado™**2"*3L. Por otro lado, las dosis de GFs en el PRFC son dosis
terapéuticas y no filologicas, y que por lo tanto actian sobre el incremento de la
proliferacion celular y la replicacion del ADN de manera indirecta, a través de
complejas vias de transduccion de sefial.

Hay evidencias que muestran que los GFs encontrados en las plaquetas,
aparecen sobre expresados en los tejidos tumorales. Estos hechos nos plantean las
siguientes preguntas: 1) ¢El aumento de las concentraciones de éstos GFs utilizados en
las dosis terapéuticas habituales, y en determinados tejidos y localizaciones anatémicas,
podria iniciar un proceso oncogénico en tejidos normales?. 2) ¢Podrian inducirlo en
tejidos displasicos o que han sido expuestos a carcindgenos?. 3) ¢Qué mecanismos
bioquimicos nos harian sospechar que la oncogénesis se podria producir de una manera
dosis-dependiente o tiempo dependiente?™*.

No se ha descrito mayor riesgo de infecciones, transmision de enfermedades o
cualquier otro efecto indeseable con la utilizacién de PRFC. Tampoco se conocen las
concentraciones ideales de cada factor de crecimiento o la dosificacién adecuada para
cada situacion terapéutica en concreto y también hay que destacar la potencial
existencia de GFs que todavia no han sido descritos™?" 2.

4 FACTORES DE CRECIMIENTO CELULAR

4.1.- Definicion I

Los factores de crecimiento (GFs) son péptidos grandes o glicoproteinas que
ejercen diversos efectos sobre el crecimiento, el metabolismo y la diferenciacion
celular; regulando diversos procesos biologicos a traves de interacciones con receptores

celulares que funcionan como un ligando-activador de enzimas intracelulares*®,

Los GFs fueron descubiertos inicialmente debido a su capacidad para estimular
la mitosis continua de células quiescentes, en un medio nutricionalmente completo que
carecia de suero. Esto distingue a los GFs de los elementos esenciales, cofactores y
nutrientes requeridos para los procesos metabdlicos, pero que no son suficientes para

iniciar la division celular™*.
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4.2 .- Sintesis

Los GFs son producidos localmente a nivel del tejido lesionado, y
sistémicamente desde diferentes fuentes, siendo sintetizados por muchos tipos celulares
que intervienen en la reparacion de los tejidos™. Las plaquetas almacenan los GFs en
los granulos alfa, que tras una lesion se liberan al medio extracelular durante el proceso
de la coagulacion. La concentracion de los GFs alcanzada tras la degranulacion de los
granulos alfa se incrementa de forma lineal*®.

4.3.- Mecanismo de accién

Los GFs actlan sobre la célula diana de diversas formas: estimulacién

endocrina, paracrina, yuxtacrina, autocrina e intracrina **.

Un modo de accion endocrino tiene lugar cuando un GFs secretado por una
célula ejerce su accion sobre otras células a distancia. El paracrino ocurre cuando el GFs
tiene efecto sobre las células adyacentes y el modo yuxtacrino es similar, aunque el GFs
ejerce su efecto cuando estd unido a la membrana celular 6 a la matriz extracelular. Las
acciones autocrinas estdn mediadas por un GFs sobre su propia célula de origen,
después de su secrecion dentro del medio extracelular*®®. Una variacién de la accién
autocrina ha sido denominada intracrina y fue descrita por primera vez en una variante
oncogénica del PDGF denominada v-sis™*®. La accién intracrina ocurre dentro de la
célula de origen, y es asi independiente de la secrecién del GF**. Los GFs liberados
desde los macrofagos, neutrofilos, linfocitos, plaquetas y fibroblastos, se unen a las
células diana por una via especifica a través de los receptores de superficie celulares,
induciendo a las células a migrar, dividirse o producir otras proteinas (sintesis de la
matriz) y factores requeridos para la reparacion™’. Una interrelacién compleja de lazos
de “feed-back” surge en el medioambiente tisular, donde los GFs se regulan asi mismos

los unos a los otros durante el crecimiento tisular™’.
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Figura 13. Accion de los GFs sobre las células productoras
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Los efectos de los GFs estan mediados por la activacion de receptores celulares
especificos™®. Los receptores son complejos de proteinas transmembrana que pueden
unir GFs a sus dominios extracelulares con una alta afinidad y especificidad y pueden
transmitir la informacién generada por la unién produciendo cambios intracelulares. Las
similitudes estructurales entre los receptores celulares pueden explicar la reactividad
cruzada entre sustancias*®’. Los receptores de los GFs constan de por lo menos tres
dominios: una region extracelular que se une al factor de crecimiento con alta afinidad
y especificidad, un segmento intramembrana, y uno o mas dominios intracelulares que
interacttan con sefiales moleculares dentro de la célula. A pesar de la diversidad de GFs
y receptores caracterizados, todos los receptores comparten estos rasgos estructurales.
Cuando el mismo ligando se une a dos receptores vecinos ocurren cambios
conformacionales que son transmitidos al dominio intracelular, y origina una serie de
cambios citoplasmaticos que dan lugar al inicio de la transcripcion de los acidos
nucleicos. Los receptores de los GFs ejercen su funcion uniéndose a enzimas
intracelulares a las que activan. Con la excepcidn de los receptores para la familia de
Tgfp, todos los receptores de los GFs estudiados tienen actividad tirosinquinasa. Asi en
muchos casos, los fendmenos intracitoplasmaticos se llevan a cabo a través de esta
enzima, la cual fosforila proteinas citoplasmaticas, alguna de las cuales permanecen en
el citoplasma y otras pasan al nicleo donde producen una activacién genética*®’. Los
receptores para Tgfp y moléculas relacionadas fosforilan substratos de serina y treonina

en lugar de tirosina™*®.

Varios principios generales gobiernan los pasos a través de los cuales los GFs
activan sus receptores, aunque hay detalles especificos que difieren para cada
combinacion GFs-receptor. La union de un GFs al dominio extracelular de su receptor,

conduce a una dimerizacién u oligomerizacién del receptor™®.

Los cambios conformacionales inducidos por la union al ligando activan el
dominio intracelular quinasa del receptor, lo cual conduce secuencialmente a una
fosforilacion del receptor, por un mecanismo de transfosforilacion, y entonces a la
fosforilacion de otros substratos. La autofosforilacion, particularmente sobre los
residuos de tirosina, crea una serie de sitios cercenados para otras proteinas
intracelulares que contienen médulos denominados dominios SHy, por su similitud con
una region de aproximadamente 100 aminoacidos que fue identificada por primera vez
en el oncogén celular c-src®’. Se ha identificado otra clase de lugar de unién a
fosfotirosina, denominado dominio PTB. Aunque estructuralmente distinto del dominio
SH,, es funcionalmente equivalente en mediar interacciones entre una tirosina
fosforilada y una proteina de sefializacion. Asi, los receptores de GFs activados con
multiples tirosinas fosforiladas en diferentes contextos de amino&cidos, vuelven al
punto focal para la agregacion intracelular transitoria de muchas proteinas que
contienen SH, - o PTB-. Estas proteinas incluyen una variedad de intermediarios en
sendas de transduccion de sefial, con los ultimos efectos amplificados y diversificados

respecto a la sefial inicial inducida por la unién de los GFs a su receptor™*.
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En el contexto de las acciones sobre el ndcleo de los GFs, los cambios a largo
plazo que se dan en las células inducidas por GFs son secundarios a alteraciones en la
expresion de genes. Estos cambios no son sino un resultado de las maltiples rutas de
sefiales inducidas después de la union de proteinas sobre el receptor activado. Asi, hay
rutas que reflejan una respuesta primaria a los GFs, de la que dependen una serie de
interacciones proteina-proteina y pasos enzimaticos, en los que intervienen miembros de
la familia de la proteina quinasa activada por mitogénesis (Mitogen-activated protein
kinase, MAPK), que no requieren una nueva sintesis de proteinas celulares. La proteina
c-fos se combina con c-jun como componentes de la proteina-1 activadora del factor de
transcripcion, el cual a su vez regula la actividad de una variedad de genes'*2. De este
modo, la expresion de genes y la biosintesis de proteinas estan alteradas después de que
son estimuladas las sefiales del factor de crecimiento. Una via relacionada, mediada por
la activacién de receptores de GFs, conduce a la estimulacion de otros miembros de la
familia MAPK denominados quinasa c-jun N-terminal (JNK). Las JNK fosforilan c-jun
sobre dos residuos de serina, que son criticos para su activacion como un factor de
transcripcion®*. Asi, c-jun y c-fos pueden ser inducidos a través de la ruta de sefiales
estimulada por los GFs.

Existen también otras cascadas de MAPK con diferentes efectos sobre el nicleo
que son activadas por los receptores de los GFs. Como podemos observar la accion de
los GFs a través de diversas rutas tiene una gran repercusion en la biologia de la célula,
y por ende, en la del tejido en el que se localiza.

4.4 .- Funciones I

Los GFs ejercen funciones distintas en pacientes caquécticos y malnutridos, asi
como en pacientes con cancer. De hecho, son secretados por muchos tipos celulares
como funcién basal o de respuesta a una lesién, como una herida o0 un proceso
carcinogénico. Son los mediadores del crecimiento y la reparacion celular fisioldgica y
patoldgica que incluye procesos tales como la embriogénesis, la reparacién de tejidos y
la carcinogeénesis.

Las sendas enzimaticas que se inician por la unién de un factor de crecimiento a
su receptor conducen a largo plazo a cambios en la expresion génica y de la sintesis
proteica que alteran el fenotipo de células individuales y tejidos, y tienen profundos
efectos sobre el crecimiento y desarrollo completo del animal™***®,

Los factores de crecimiento son proteinas solubles de sefializacion que regulan
acontecimientos claves en los procesos de reparacion tisular, como son la proliferacion
celular, la capacidad para reclutar células al foco de lesion mediante el proceso de
quimiotaxis, la capacidad de diferenciar estas células a elementos capaces de reproducir
la funcion apropiada para el tejido en el que se encuentran y, por ultimo, hacer que estas
células sean capaces de sintetizar la matriz extracelular necesaria para dar forma al

/2



Tesis Doctoral INTRODUCCION

tejido en el que asienta la lesion™*. Estas propiedades demostrables in vitro llevaron a la
conclusién de que tales GFs juegan un importante papel en la reparacion®®4,

Hoy en dia sabemos que en las plagquetas se encuentran elevadas concentraciones
de multiples GFs, lo cual resulta en una mayor y mas efectiva interrelacion entre los
mismos. Asi, la combinacion de Pdgf-2 e Igf-1 o bien la de Pdgf-2 y el factor de
crecimiento tumoral a (Tgf-a) es mas efectiva que la accion de cada uno de ellos por
separado™**1*. De hecho, se sabe que en la regeneracion 6sea, Pdgf y Tgf-p tienen un
potente efecto sinérgico quimiotactico sobre los osteoblastos humanos™’ 4,

4.5.- Clasificacion y tipos |

Una vez conocidos los genes que codifican los GFs y su secuencia de
aminoéacidos, se ha intentado agruparlos en una serie de familias (Tabla VII), en base a
las homologias estructurales existentes entre ellos. En cualquier caso, hemos de tener en
cuenta que todavia no se conoce la secuencia de bases que codifican un gran niamero de
GFs de existencia probada.

Tabla VII. Familia de Factores de Crecimiento

FAMILIA MIEMBROS

Egf
Egt Tgfa
Tgfp Tgfp
Fgf a
Hbgf Fof b
Ecdgf
Pdgf-AA
Pdgf Pdgf-AB
Pdgf-BB
Igf-1
Igf-2
Ngf
Bdnf
Vegfa
Vegfb
Vegf Vegfc
Vegfd
Vegfe

Igf

Ngf

4.6.- Otras proteinas relacionadas con la reparacion tisular

4.6.1.- Colageno

El colageno es la proteina més abundante en el cuerpo humano, representando el
30% de su peso en seco. El hueso, la piel, el tendon, el cartilago, los ligamentos y las
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paredes vasculares son especialmente ricas en colagenos, los cuales son esenciales en
todos los tejidos y desarrollan un importante papel en el mantenimiento de la integridad
estructural sobre numerosos tejidos y érganos. Ademas, los coldgenos estan implicados
en muchas otras funciones bioldgicas importantes, tales como la union celular, la
quimiotaxis, la agregacion plaquetaria y la filtracion a través de la membrana basal.

El colageno desemperia también un papel importante en la curacion de heridas y
fracturas. Por otro lado, la excesiva formacion de colageno representa un problema,
ocasionando fibrosis de diferentes 6rganos y tejidos'*®. Pertenece a una familia de mas
de 25 miembros que son producidos por varios tipos celulares y se diferencian en su
estructura molecular, caracteristicas morfoldgicas, distribucion, funciones y patologias.

Los colagenos tipo 11y XI se encuentran principalmente en tejido cartilaginoso™.

En el presente trabajo hemos estudiado el colageno tipo II al (Col2al), que
forma parte de los colagenos que forman largas fibrillas'™!. También pertenecen a este
mismo grupo los colagenos tipo I, 1, V y XI. En un estudio in vitro, se observd como
la exposicion de células mesenquimales a Tgfp-1 inducia la expresién de colageno tipo
Il en cultivos en monocapa, y como estas células se diferenciaban rapidamente a

condrocitos maduros®®2.

Entre los genes candidatos a participar en el proceso artrésico, parecen tener un
papel importante los que codifican para las proteinas estructurales de la matriz
extracelular del cartilago, particularmente los que codifican para Col2al. Hay varios
indicios de que las alteraciones en este gen podrian ser causa de la degeneracion de la
articulacion en el proceso artrosico, tales como la asociacion de diversas mutaciones
con distintas osteocondrodisplasias o la propia funcion de Col2al, que codifica para las
proteinas més abundantes de la matriz extracelular*>**°.

5 LAS CELULAS MADRE

En los ultimos afios el término “célula madre” (CM) ha tomado gran
importancia desde que la terapia génica y la clonacion son temas de discusion en la
literatura mundial. Sin embargo, el estudio de su biologia no es el resultado de
investigaciones recientes, ya que en 1916, Danchakoff describe la presencia de una
célula como precursora de otras en la médula 6sea™®®. En general, una CM se define
como una celula que tiene la capacidad de dividirse (autorreplicarse) por periodos
indefinidos durante toda la vida de un individuo y que bajo las condiciones
apropiadas o sefiales correctas del microambiente puede dar origen (diferenciarse) a
diferentes linajes con caracteristicas y funciones especializadas como miocitos,
neuronas o hepatocitos>" .
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5.1.- Tipos de células madre

Muchos de los términos usados para definir una CM, obedecen ademas, al
comportamiento de éstas en condiciones in vivo o in vitro'®, de ahi que existan
diversas clasificaciones. De acuerdo al tipo de tejido que originan, existen cuatro
tipos de células madre: totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes. El
término “totipotencial” (del latin totus, que significa completo) hace referencia al
potencial que tienen estas células de generar un embrion completo (tejido
embrionario y extraembrionario). “Pluri” (del latin plures, que significa muchos o
varios) es utilizado para describir las células madre pluripotentes que pueden dar
origen a progenitores que forman cualquiera de las tres capas germinales
embrionarias: mesodermo, endodermo y ectodermo. Es importante destacar que para
que una CM pueda considerarse como pluripotente tiene que cumplir las siguientes
condiciones: en primer lugar, una Unica célula debe ser capaz de diferenciarse a
progenitores especializados procedentes de cualquier capa embrionaria; en segundo
lugar, demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células en las que se ha
diferenciado, y, finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persistente de
éstas en el tejido blanco, tanto en presencia como en ausencia de dafio en los tejidos

en los cuales se injerta'®.

Las células madre multipotenciales son aquellas que pueden dar origen a
precursores relacionados solamente con una de las tres capas embrionarias; por
ejemplo, células madre que dan origen a tejidos derivados exclusivamente del
endodermo como tejido pancreatico o pulmonar. La Gltima categoria corresponde a
las células madre unipotenciales, que corresponden a las células que solo pueden
generar celulas hijas que se diferencian a lo largo de una sola linea celular, tal y como
hace referencia su nombre (del latin unus: uno). Hasta hace algunos afios, se
consideraba a las células madre hematopoyéticas de médula Gsea en esta categoria, ya
que se relacionaban solamente con la generacion de células sanguineas, esto antes del
reconocimiento del fendmeno conocido como “plasticidad de las células madre”. La
mayoria de las células madre de un tejido especifico que no ha sufrido ningun tipo de
agresion o dafio son del tipo unipotencial y son las responsables de la fase fisioldgica
de auto-renovacion tisular, donde la cantidad de células perdidas es igual al nimero
de nuevas células. Sin embargo, si el tejido es alterado en su estructura basica a través
de un fendmeno lesivo y se requiere de diversos tipos celulares para su reparacion, se

pueden activar células del tipo pluripotencial para reparar el dafio®".

Ahora, si las células madre se clasifican de acuerdo al tejido de donde se
pueden obtener, éstas pueden proceder del embrion o de un organismo adulto, de ahi
que se hable de células madre embrionarias y de células madre adultas. Las células
madre embrionarias pueden ser obtenidas a partir de las primeras etapas de formacion

del embrién cuando el 6vulo fecundado es una esfera compacta 0 mérula'®®; éstas son

/2



Tesis Doctoral INTRODUCCION

entonces precursores totipotenciales con capacidad de proliferar indefinidamente in
vitro. El primer reporte acerca del aislamiento de células madre embrionarias
provenientes de blastocistos humanos data de 1994, cuando se determind que estas
células in vitro se diferencian espontdneamente en estructuras multicelulares
conocidas como “cuerpos embrionarios”, que contienen elementos de las tres capas
germinales a partir de las cuales se pueden forman varios tipos de células como
cardiomiocitos, neuronas y progenitores hematopoyéticos entre otros****®.

5.1.1.- Células madre embrionarias

Las células madre embrionarias (derivadas del blastocisto) y las células
embrionarias germinales (derivadas tras la implantacion del blastocisto) son similares
en muchos aspectos; ambos tipos de células son capaces de replicarse y dividirse en
cultivos por largos periodos de tiempo sin mostrar alteraciones cromosémicas,
ademas expresan una serie de marcadores caracteristicos de progenitores
totipotenciales que facilitan su identificacion; sin embargo, las células madre
embrionarias derivadas del blastocisto y las células germinales difieren del tejido de
donde provienen y de su comportamiento in vivo ya que las células madre
embrionarias son capaces de generar teratomas mientras que las células germinales
humanas no'®®®’. Una de las ventajas del uso de células madre embrionarias en
investigacion es su habilidad de proliferar indefinidamente ya que son capaces de
generar una gran variedad de grupos celulares, lo que permite que bajo ciertas
condiciones puedan ser manipuladas in vitro con el fin de producir precursores de un
linaje especifico y contribuir asi al tratamiento de enfermedades como la diabetes y el
Parkinson en las que existen tejidos claramente comprometidos. Ademas, pueden ser
utilizadas para estudios de enfermedades producidas durante el desarrollo
embrionario y contribuir a identificar sus bases genéticas*®. Sin embargo, al tratarse
de células muy indiferenciadas, éstas pueden inducir la formacién de ciertas
neoplasias como teratomas y las implicaciones éticas generadas por su uso son un

punto muy importante a tener en cuenta®®.

5.1.2.- Células madre adultas

Ademaés de las células madre embrionarias, se han identificado células madre
adultas que se pueden encontrar en la mayoria de los tejidos de un individuo
totalmente desarrollado como la medula dsea, el sistema neuronal, el sistema
gastrointestinal, el masculo esquelético, el muasculo cardiaco, el higado, el pancreas y
el pulmén. En un principio se pensd que las células madre adultas estaban
predeterminadas a diferenciarse a un tipo celular procedente de su mismo tejido de
origen o al menos de su misma capa embrionaria; sin embargo, esta idea ha sido
reevaluada por varios grupos de investigadores cuyos estudios sugieren que las
células madre adultas son capaces de diferenciarse funcionalmente a células
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especializadas procedentes de capas embrionarias distintas a las de su origen. Incluso,
algunos de estos grupos han sido capaces de probar la pluripotencialidad de CM
adultas procedentes de la médula 6sea o de sistema nervioso central'’®*",

Esta “habilidad bioldgica”, propia de estas células adultas, se fundamenta en
la capacidad que tienen de alterar drasticamente su fenotipo en respuesta a los
cambios del microambiente donde se desarrollan, y se le conoce en la actualidad
como “fenémeno de plasticidad”"#*", Esta caracteristica fue reconocida por primera
vez en estudios realizados en progenitores derivados de la médula dsea, donde se
observaron cambios en el fenotipo en células inmaduras bajo condiciones controladas
que simulaban microambientes diferentes al medular'”. Los mecanismos moleculares
que conducen a los cambios de linaje celular dentro del sistema hematopoyético estan
siendo estudiados. Sin embargo, los resultados mas recientes acerca de la
“plasticidad” de las células madre adultas contradicen el dogma sobre la
diferenciacion de las células madre restringida a su tejido de origen. Evidencias
obtenidas tanto in vivo como in vitro muestran que las células madre adultas,
originadas en un tejido determinado, tienen la capacidad de producir células con una
expresion fenotipica caracteristica de otros tejidos cuando se transfieren a un
microambiente diferente al original.

5.1.2.1.- Fuentes de obtencion de CM adultas

Estas células pueden ser aisladas principalmente de médula 6sea que puede
producir células con propiedades muy similares a hepatocitos, neuronas y
cardiomiocitos'’*#?, sin embargo, también pueden ser aisladas de sangre de cordén
umbilical y tejido adiposo (ADSC) de donde se han logrado realizar cultivos que han
permitido establecer sus propiedades funcionales y fenotipicas. Asi mismo de se han
podido cultivar de otros tejidos como pancreas, higado, musculo esquelético, dermis,
membrana sinovial, hueso trabecular, tejido pulmonar, pulpa dental y ligamento
periodontal.

Respecto al aislamiento y cultivo a partir de tejido adiposo, las células
obtenidas de ésta fuente tienen una morfologia, fenotipo y capacidad de
diferenciacion y es mas facil acceder a muestras de tejido adiposo a través de
procedimientos quirdrgicos habituales como la liposuccion o la abdominoplastia.

5.1.2.2.- Mecanismo de diferenciacion de las CM adultas
Existen cuatro modelos que explican los posibles mecanismos que llevan a las
CM adultas a diferenciarse a células de un tejido diferente al original en respuesta a

cambios del microambiente o procesos de reparacion tisular; el primer modelo es el
que corresponde al conocido convencionalmente sobre diferenciacion celular en el
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que una célula progenitora restringida hacia un solo linaje da origen a células de su
misma estirpe (Figura 14a). El segundo modelo se refiere a la capacidad que tiene las
CM adultas de diferenciarse en progenitores mas activos en el ciclo celular que
pueden dar origen a su vez a células de linajes celulares diferentes, tal es el caso de la
CM hematopoyética la cual puede generar dos progenitores celulares diferentes
(progenitor mieloide y progenitor linfoide) que dan origen a su vez a linajes celulares
diferentes (Figura 14b). En el tercer modelo, conocido como trans-diferenciacion, las
CM de un tejido particular bajo condiciones de un microambiente diferente al
original, adquieren la capacidad de generar células de muy diversos linajes (Figura
14c). El ultimo modelo hace referencia a la capacidad que poseen las células maduras
de de-diferenciarse y re-diferenciarse a células del mismo tejido que le dio origen o a
un tejido diferente’”® (Figura 14d).
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Figura 14a. Modelo clésico
de diferenciacién celular

Figura 14b. Modelo de diferenciacion
celular para precursores comprometidos

Figura 14c. Modelo de
trans-diferenciacion

Figura 14d. Modelo de de-diferenciacién
y re-diferenciacion
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6 LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO BRONQUIAL

El término biologia molecular fue utilizado por primera vez en 1945 por
William Astbury para referirse al estudio de la estructura quimica y fisica de las
macromoléculas bioldgicas. Por aquel tiempo, los bioquimicos habian descubierto
muchas reacciones quimicas intracelulares fundamentales y habrian comprendido la
importancia de las reacciones especificas y de la estructura de las proteinas para
definir numerosas propiedades de las células.

Sin embargo, el desarrollo de la biologia molecular tuvo que esperar a que los
adelantos mas prolificos se llevaran a cabo estudiando sistemas “sencillos” tales
como bacterias y bacteriéfagos (virus bacterianos), los cuales proporcionan
informacion acerca de los procesos biolégicos basicos de una forma mas rapida que
las células animales.

A pesar de que las bacterias y los bacteri6fagos son en si mismos
biolégicamente muy complicados, permitieron a los cientificos identificar el ADN
como la molécula que contiene la mayoria, si no toda, de la informacién genética de
una célula. Después de éste descubrimiento, el nuevo campo de la genética molecular
avanzé rapidamente a finales de la década de los afios 50 y principios de los afios 60
proporcionando nuevos conceptos a una velocidad que sélo puede compararse con la
del desarrollo de la mecénica cuantica en los afios 20. El éxito inicial y la
acumulacién de una gran cantidad de informacién permitieron a los investigadores
aplicar las técnicas y los poderosos métodos légicos de la genética molecular a temas
como la funcion nerviosa y muscular, la estructura de membrana, el modo de accién
de los antibioticos, la diferenciacién celular, el desarrollo, inmunologia, etc.

En el afio 2001 se publicd la secuencia completa del genoma humano, y poco
después se complet6 la del ratén y otras especies*®. Esta informacion, constituye una
excelente base para la investigacion de los procesos moleculares relacionados con
multiples procesos patoldgicos o el mecanismo de accion de hormonas y farmacos.
Sin embargo, la secuencia del genoma sélo nos aporta una informacion estructural del
mismo Yy aln estamos muy lejos de conocer la anotacion funcional de la mayor parte
de los genes. Para intentar llenar este vacio, se ha desarrollado rapidamente la
gendmica funcional y en la actualidad disponemos de técnicas que permiten explorar
a gran escala y con rapidez las funciones del genoma de multiples especies.

6.1.- Regulacion de la expresion génica

Todas las células del organismo poseen la misma informacion genética, pero
es la expresion de determinado nimero de genes lo que define a los distintos tipos
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celulares. Esta expresion diferencial determina la produccién y la activacion de
determinadas proteinas en respuesta por ejemplo, a los procesos de desarrollo celular
e influencia ambiental. Algunos genes se expresan en niveles constantes en muchos
tipos celulares, mientras que otros solo se expresan en determinadas células o en
respuesta a determinados estimulos.

Los genes codifican proteinas, y son estas las que llevan a cabo las distintas
funciones en la célula determinando sus propiedades. La produccién de proteinas a
partir de la informacion genética esta regulada a distintos niveles. (Figura 15)

El primer nivel hace referencia la integridad fisica del ADN, que como es
sabido se encuentra fuertemente empaquetado en la cromatina, la cual controla el
grado al que pueden actuar los reguladores de la transcripcion y la maquinaria de
ARN polimerasa sobre determinados genes.

El inicio de la transcripcion esta estrictamente controlado por la presencia de
co-reguladores y cofactores. EI ARN producido es sometido a distintos procesos de
maduracion que afectard a sus propiedades. La funcionalidad del ARN mensajero
(ARNmM) depende del transporte desde el nacleo al citosol, de la estabilidad y ratio de
degradacion, y de la eficiencia translacional del transcrito. Y por ultimo, la funcion y
estabilidad de las proteinas producidas esta regulada por modificaciones
postraslacionales, por su localizacién y por su interaccion con otras proteinas o
ligandos. Lo ideal seria estudiar todos estos procesos dindmicos del genoma y las
proteinas de manera conjunta, pero hasta ahora las técnicas de alta resolucion sélo

permiten mediciones estacionarias™®.

Activa

r«rgtﬁem@ Hs

Inactiva

mensajero

ubA.‘R;N mensdajero
inactivo

Expresién génica en células eucariotas

Figura 15. Regulacion de la expresion génica
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El inicio de la transcripcidn esta regulado por una gran variedad de factores de
transcripcion. Algunos elementos en el inicio de la transcripcidn génica son comunes
a muchas células, como lo son los factores de transcripcion generales o la maquinaria
de la ARN polimerasa. En ultima instancia, la cantidad de un ARN especifico en una
célula depende por tanto de la disponibilidad de todos estos factores.

La ARN polimerasa interacciona con la region promotora de un gen para el
inicio de la transcripcion. Cada factor es capaz de reconocer una region especifica en
el ADN™. Puede ocurrir que determinados nucleétidos presentes en la regién
promotora condicionen una interaccion mas o menos intensa. EI mecanismo general
se resume de esta manera. El factor de transcripcion IID se una a la caja-TATA,
localizada en la region promotora. Se recluta al resto de la maquinaria ARN
polimerasa y se inicia la transcripcion. Estos factores controlan las proteinas y los
ARNmM que van a ser producidas en una ceélula, dandole asi especificidad al

sistema'®®.

Distintos tipos de células pueden tener el mismo tipo de factores, pero es la
diferencia en la concentracion de éstos y las distintas combinaciones entre ellos lo
que permite la activacion o la inhibicion de determinados genes en un momento dado.
Asi, dependiendo del lugar del ADN al que se unan los factores de transcripcién en
relacion con el punto de inicio de la misma, y en qué combinacion, se puede mediar la
activacion o la inhibicion de determinados genes especificos. Incluso factores que no
se han unido al ADN pueden influir sobre este proceso pudiéndose unir a otros que si

se encuentran interaccionando con el material genético™®’.

6.2.- PCR y PCR cuantitativa en tiempo real

Ideada por el cientifico Kary Mullis a mediados de los 80 y mas conocida
como PCR (Polymerase Chain Reaction)'®®, la reaccion en cadena de la polimerasa
ha cambiado el curso de las ciencias bioldgicas y biomédicas mas que cualquier otra
técnica inventada durante el siglo XX. El gran éxito cientifico de la PCR reside en
que permite obtener in vitro un gran namero de copias de fragmentos especificos de
ADN, basandose en un principio muy sencillo: la utilizacién de mecanismos similares
a los empleados por la propia célula en la replicacion del ADN durante la division
celular.

Gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se puede obtener un
nimero muy alto de copias de ADN partiendo de un fragmento determinado del
mismo'®®. Basicamente, consiste en someter al ADN a un ciclo de temperaturas
siguiéndose estos pasos: (i) desnaturalizacion, (ii) alineamiento de los cebadores y
(i) extension.
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Una evolucion importante de esta tecnologia ha sido el desarrollo de la PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-PCR). La RT-PCR sigue el principio de la PCR
convencional, pero con una serie de ventajas. Igualmente se necesita un ADN
(cADN), una polimerasa, unos cebadores y unos fluorocromos'*°. Debido a que cada
nuevo fragmento sintetizado lleva incorporado fluorocromos, es posible saber
exactamente y en cada ciclo la cantidad de moléculas sintetizadas, que sera
proporcional a la sefial de fluorescencia emitida. La cinética de la reaccion de
amplificacion es por tanto conocida y registrada. Un algoritmo especifico convierte la
sefial luminosa en un ndmero que es usado por nosotros para saber cuanto se esta
generado en un determinado pocillo y en un determinado momento. Los sistemas de
deteccion por fluorescencia empleados en esta técnica son de dos tipos; agentes
intercalantes (SYBR Green) y sondas especificamente disefiadas que tienen
incorporados los fluorocromos (Tagman). En esta Tesis Doctoral se ha hecho uso del
primero de los sistemas. Esta técnica es muy rapida y fiable, y permite hacer estudios
de expresion génica con facilidad, especificidad y elevada sensibilidad .
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En la actualidad, la FBP continda siendo una temible complicacion
postquirdrgica, a pesar de los avances experimentados en los cuidados perioperatorios
y postoperatorios, asi como de las técnicas quirdrgicas empleadas en Cirugia
Toracica. La FBP compromete de una forma muy seria la vida del paciente y sus
posibilidades de recuperacion total tras la intervencion, relegando a un segundo plano
todos lo esfuerzos quirdrgicos y médicos realizados por tratar y en dltima medida
curar al paciente de la neoplasia que amenza su vida.

Las FBP postquirargicas son una de las causas que originan méas reingresos
hospitalarios tras las resecciones pulmonares. La mortalidad de una FBP
perioperatoria es alta, y si el paciente requiere una intervencion quirdrgica urgente
para resolverla, el riesgo de fallecimiento se incrementa aun mas. A pesar de que en la
practica clinica y de forma preventiva y en algunas ocasiones empirica, los cirujanos
realizan coberturas del mufidén bronquial para protegerlo de la isquemia adicional y la
necrosis con pleura, grasa pericardica, colgajos musculares y algunos sellantes
bioldgicos de uso comercial, ninguno de los tratamientos ha demostrado ser 6ptimo
para prevenir la FBP.

Es por ello que el mejor tratamiento de la FBP es su prevencion. Una lesién
que altera la continuidad de la superficie de un tejido desencadena diversas reacciones
celulares, mecanismos de reparacién tisular y sefiales quimicas para restablecer y
modular la integridad del area lesionada. El bronquio es una estructura dindmica con
multitud de tipos celulares y por tanto distintas respuestas a la agresién. Qué ocurre
con el mufidn bronquial remanente tras una reseccion pulmonar, qué mecanismos
moleculares estan implicados en sus fases de reparacion y si estas respuestas pueden
ser moduladas por agentes biolégicos externos es algo que ain no se conoce.

En este sentido, existen escasos estudios que valoren el uso preventivo de
sellantes bioldgicos y su influencia sobre la reparacion del mufion bronquial. Todas
estas evidencias demandan un esfuerzo de investigacion experimental béasica. En
concreto, un esfuerzo dirigido a la basqueda de tratamientos preventivos de la FBP y
al conocimiento de los rutas moleculares implicadas en sus mecanismos de accion.
Con este deseo se ha desarrollado la presente Tesis Doctoral en la que nos
propusimos estudiar y valorar en el animal de experimentacion, la capacidad de
cicatrizacion del mufion bronquial tras una neumonectomia, mediante la aplicacion
local de un sellante de fibrina como es el Tissucol®, el plasma autélogo y el trasplante
de células madre, directo o vehiculizado con Tissucol®, con la finalidad de prevenir la
aparicion de la FBP y sus complicaciones.
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Este conocimiento podria ayudar a entender mejor la fisiopatologia de la
cicatrizacion y remodelado del mufién bronquial tras una reseccion pulmonar y sentar
unas bases més soélidas que permitan desarrollar estrategias terapéuticas especificas y
preventivas de la FBP que, en ultima instancia y con caracter traslacional, ayuden a
mejorar la esperanza de vida de los pacientes sometidos a una reseccion pulmonar.
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“Lograr un modelo experimental valido en ratas para el estudio de la

cicatrizacion y remodelacion del mufidén bronquial tras la

neumonectomia”

“Valorar histolégicamente la capacidad de cicatrizacion y calidad de

remodelacion del mufidn bronquial tras la aplicacion local de
diferentes sellantes biol6gicos como son el Tissucol®, el plasma fresco
autélogo pobre en plaquetas (PPP) y las celulas madre, con la
finalidad de prevenir la aparicion de la fistula broncopleural”

\

“Estudiar, mediante PCR en tiempo real, las variaciones de expresion

génica que pudieran estar relacionados con el mecanismo de accién

de estos sellantes bioldgicos sobre la cicatrizacion del mufion
bronquial”
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1 MATERIAL

1.1.- Animales de experimentacion

Para este estudio se utilizaron un nimero de 121 ratas (Rattus norvegicus),
machos, de la cepa Sprague-Dawley con un peso comprendido entre 300 y 400 grs.
Estos animales procedieron de la colonia criada en el animalario de la Unidad de
Investigacion del Hospital universitario Dr. Negrin a partir de una pareja de
reproductores (1% generacion) procedente del Centro de produccion Animal de Harlan
Interfauna Ibérica S.L. (Barcelona, Espafia).

Todos los animales fueron destetados a los 21 dias de edad, y se ubicaron en
jaulas de macrolén de 20 x 35 x 55 cm (Allentown Inc., Panlab S.L., Barcelona,
Espafia), las cuales contenian 4 animales por jaula'®® y con las condiciones idéneas
de estabulacion.

El ciclo de luz dentro del animalario se programé a 12 h. de luz y 12h. de
oscuridad y una intensidad de 270 lux teniendo un grado de humedad relativa de 45 —
55%. El sistema de ventilacion permitio 16 renovaciones/hora y la temperatura
ambiente fue de 22°+1 °C.

Figura 16. Rata de la cepa Sprague-Dawley

El régimen de alimentacién administrado ha sido de un pienso concentrado
para roedores suministrado ad libitum con una dieta comercial de mantenimiento en
pellets con la siguiente composicion: proteina bruta 15,6%; materia grasa bruta 2,8%;
celulosa bruta 4,8%; cenizas brutas 4,6%; vitamina A 7500 UI/Kg.; CuO 14,7 ng/Kg.;
vitamina D; 80 mg/Kg de vitamina E; productos y subproductos de semillas de
oleaginosas, productos de panaderia y de fabricacion de productos alimenticios,
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minerales, semillas de oleaginosas y productos de pescado (R.02-E Standard Diet,
Prolabor, Espafia). Se suministré agua ad libitum con pH 6,5 < 8,5; y el encamado
consistia en viruta de bagazo de cafia desmeollado.

La monitorizacion microbiolégica de rutina, de acuerdo a las
recomendaciones de la FELASA, no ha revelado presencia de patdgenos en ratas
durante el periodo del estudio experimental™*.

Siguiendo las recomendaciones de FELASA, se ha supervisado en todo
momento la conducta, el estrés y el bienestar de los animales'®. De este modo se han
valorado signos fisiologicos oculares (hematoporfirina y hundimiento del globo
ocular), respiratorios (estornudo, flujo nasal y frecuencia respiratoria), aspecto
externo (piloereccion, lordosis, deshidratacion y pérdida de peso) y signos de
actividad anormal (somnolencia, anorexia, automutilacion y vocalizacion).

Se han seguido las normas internacionales y nacionales vigentes sobre
cuidado y proteccion de los animales de experimentacion, bajo condiciones sanitarias
en la categoria de convencional limpio de acuerdo a las recomendaciones y
exigencias recogidas en el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos
(National Research Council, 1996), Directiva del Consejo Europeo 86/609
(Directiva- Comision de las Comunidades Europeas, 1986), Real Decreto Espariol
1201/2005 (Ministerio Presidencia, 2005) y la Ley 32/2007 (Cortes Generales, 2007).

1.2.- Salas, equipos y material inventariable |

Para el desarrollo del modelo experimental, se ha utilizado el quiréfano | para
animales inmunocompetentes con nivel de contencion bioldgica Il y las salas de
preoperatorio y postoperatorio de la Unidad de Investigacion del Hospital
Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin. Asi como, ventiladores Servo 900®
(Siemens-Elema, Suecia), microscopio de pie Zeiss OPMI® 9-125x (West,
Alemania), nevera Misa® de 4 °C y congelador Revco® de -70 °C.

Figura 17. Quirdfano de la Unidad -
HUGC Dr. Negrin
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1.3.- Material quirudrgico

Para garantizar un minimo de esterilidad se han utilizado pafios quirargicos
estériles, asi también bisturis n°® 22, jeringas de insulina, agujas 25 G, tijeras de
Metzembaum y Mayo, pinzas de diseccion, pinzas de Adson, pinzas de microcirugia
(relojero), tijeras de microcirugia, tijeras de microcirugia Westcott, porta aguja
Baumgartner, blefarostato Murdock, microportaguja Castroviejo estriado, micro porta
aguja Barraquer, suturas de Vycril® (Jonhnson and Jonhnson, Madrid , Espafia) vy
seda negra 3/0 (Silkan®. B. Braun Surgical S.A. Espafia), ligaduras de Surgipro 11°
de 6/0 y 7/0 (Tyco-Healthcare, USA), torundas y gasas estériles.

1.4.- Medicacion anestésica 'y analgésica |

Los farmacos que se han empleado en la anestesia de los animales han sido:
lidocaina 1% (Xilonibsa®, Inibsa, Barcelona, Espafia), medetomidina (Domtor®,
Pfizer, Madrid, Espafia), ketamina (Ketolar 500®, Pfizer, Madrid, Espafia) y atropina
1% (Atropina®, Braun, Madrid, Espafia). El efecto de la medetomidina se ha revertido
con su antagonista, el atipamezol (Antisedan®, Pfizer, Madrid, Espafia.) Como
analgésico postoperatorio se ha empleado la buprenorfina (Buprex®, Shering-Plug.
Barcelona. Espaiia).

1.5.- Material utilizado para las mediciones |

Las muestras se fijaron en formol 3,7 - 4% en recipientes de vidrio oscuro y a
temperatura ambiente. La deshidratacion se llevo a cabo con alcoholes y xilol (Leica,
TP-1050, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania). Las muestras se
incluyeron en parafina (Leica, Reichert-Jung Histoembedder, Leica Instruments,
Gmbh, Nussloch, Alemania). Para la preparacion de las secciones se utilizaron un
microtomo (Leica, LR-2055, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania), un
calentador de agua P Selecta y portaobjetos 76 x 26 Knittel Glaber.

Para la coloracién de las muestras en Hematoxilina-Eosina se necesitd los
siguientes materiales: hematoxilina, alcohol etilico, potasio alume, agua destilada,
Oxido mercurico, &cido acético glacial, eosina soluble en agua.

Para purificar el RNA se us6 GITC-fenol/cloroformo. EIl bromuro de etidio de
Pierce (Rockford, IL). Para la sintesis del cADN se uso el kit Script cCADN sintesis
(BioRad, Barcelona-Espafia). Los cebadores fueron fabricados por Thermo Electron
(www.thermo.co). Para realizar las PCRs a tiempo real se us6 SYBR Green (Foster
City, CA). El resto de reactivos procedian de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).
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2 METODO

2.1.- Disefo

Se disefid un estudio experimental con un total de 121 ratas de la cepa
Sprague-Dawley, realizandose a todas ellas una neumonectomia izquierda. Tras la
misma y sobre el mufion bronquial se aplicé localmente 4 tipos de sellantes
bioldgicos salvo en los animales del grupo control que no recibieron tratamiento. Tras
el sacrificio del animal se extrajo el mufion bronquial para estudio histoldgico o de
expresion génica.

Para el anasis histologico se han seleccionado 61 animales, que han sido
distribuidos aleatoriamente en cinco grupos: a) grupo control, b) grupo que recibi6
Tissucol®, c) grupo que recibié plasma fresco pobre en plaquetas (PPP), d) grupo que
recibi6 ADSC y e) grupo que recibié Tissucol®+ADSC. Cada grupo ha sido
subdividido, a su vez, en 2 subgrupos en funcién del tiempo de sacrificio establecido:
10 y 20 dias postneumonectomia (Tabla VIII).

Tabla VIII. Disefio de los grupos para el estudio histoldgico

N° de animales

Tratamiento “10dias _ 20dias TOTAL
A Grupo Control 6 7 13
B Grupo Tissucol® 6 6 12
C Grupo PPP 6 6 12
D Grupo ADSC 6 6 12
E Grupo Tissucol® + ADSC 6 6 12
TOTAL 30 31 61

Para el estudio de expresion génica se han seleccionado 60 animales, que han
sido distribuidos teniendo en cuenta los mismos criterios utilizados para el estudio
histoldgico. (Tabla 1X).
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Tabla IX. Disefio de los grupos para el estudio gendmico

N° de animales

Tratamiento “10dias _ 20dias TOTAL
A Grupo Control 6 6 12
B Grupo Tissucol® 6 6 12
C Grupo PPP 6 6 12
D Grupo ADSC 6 6 12
E Grupo Tissucol® + ADSC 6 6 12
TOTAL 30 30 60
2.2.- Técnica quirurgica |

-Modelo quirdrgico de neumonectomia con posterior sutura y sellado del
mufién bronguial

Para la anestesia de los animales se ha utilizado un protocolo de
combinacion de un a-2 agonista (medetomidina) y un agente disociativo (ketamina)
por via parenteral'*®. De este modo se ha procedido a la premedicacién con 0,5 mg/kg
sc de medetomidina (Domtor® Pfizer, Madrid, Espafia), tras 5 minutos y una vez
comprobada la sedacion del animal se ha inyectado 75 mg/kg ip de ketamina (Ketolar
500, Pfizer, Madrid, Espafia). Finalmente se ha inyectado 0,04 mg/kg im de atropina
(Atropina® Braun, Espafia) a los 3 minutos de administrar la ketamina (Figura 18).

Figura 18. Farmacos anestésicos. A: Domtor®,
Ketamina® y atropina®. B: Xilonibsa®. C: Antisedan®. D:
Betadine®. E: Bunrex®
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Una vez anestesiado se ha rasurado la piel del hemitérax izquierdo. Tras esto,

se ha procedido a realizar una intubacion orotraqueal (IOT) del animal (Figura 19)

segun la técnica descrita por Weksler y cols™’.

Figura 19. Intubacion
orotraqueal

Para ello se ha aplicado, al final de la laringe, lidocaina al 2% (Xylonibsa®,
Inibsa, Barcelona, Espafia) con una torunda de algodon para prevenir el espasmo de la
musculatura laringea. Para localizar los cartilagos aritenoides, se ha desplazado la
epiglotis con la ayuda de una guia de teflon de punta roma que se ha introducido entre
dichos cartilagos en el interior de la laringe hasta una profundidad aproximada de 0,5
cm. A traves de la guia mencionada, se ha introducido un catéter intravenoso de 14 G
x 51 mm (Abbocath®-T, Abbot Ireland Ltd., Sligo, Irlanda) en la traquea. Tras retirar
la guia de la boca del animal, el catéter se ha asegurado al maxilar superior para
evitar su desplazamiento durante la intervencion.

Se ha posicionado al animal en declbito lateral derecho y se ha fijado el
miembro toracico izquierdo en extensién completa (Figura 20).

-

Figura 20. Posicion
decubito-lateral derecho del
animal
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Se ha ventilado al animal con un ventilador SERVO 900 (Siemens S.A.,
Madrid, Espafia) (Figura 21) con una presion de 12 cm de H,O, una relacion
inspiracion/espiracion de 1:2, frecuencia respiratoria de 60 rpm, y una FiO; de 0,21.

Figura2l. Ventilador SERVO
900®

Una vez comprobada la estabilidad respiratoria del animal y la consecucion de
un adecuado plano anestésico (ausencia de movimientos voluntarios respiratorios, no
presencia de distrés respiratorio, coloracion de mucosas normales y la ausencia de
reflejo palpebral y patelar), se ha realizado una toracotomia posterolateral izquierda.
Con tijeras de Mayo se ha realizado una diseccion roma del plano subcutaneo hasta
visualizar el latissimus dorsi y los musculos serratus dorsalis y ventralis, los cuales
se han seccionado exponiéndose de este modo las costillas y la musculatura
intercostal (Figura 22).

Figura 22. Toracotomia
posterolateral izquierda.
Exposicion de musculos intercostales
y costillas.

Se ha abierto el 4° espacio intercostal con tijeras de microcirugia Westcott
(Figura 23), y se ha utilizado como separador toracico un blefarostato. Se ha extraido
el pulmédn de la cavidad toracica y se ha colocado un clip de folios que ha servido de
medio de traccion.
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Figura 23. Incision en el 4°
espacio intercostal. Se observa
mausculo intercostal y pleura
parietal.

A continuacion, se ha procedié a la disecciéon del hilio pulmonar con la
identificacion de la arteria, bronquio y vena pulmonar (Figura 24). Se ha ligado la
arteria y la vena pulmonar con sutura monofilamentosa 6/0 no absorbible de
polipropileno del 6-0 (Surgipro 11°, Tyco-Healthcare, USA) y seccionadas proximas
al corazon. Se ha colocado un clip de titanio proximo a la carina traqueal (Surgiclip
11® M-11.5, Autosuture Premium, Tyco-Healthcare, USA) (Figura 25) y se ha cortado
el bronquio dejando 2 cartilagos bronquiales distales al clip, y se han aproximado los
bordes bronquiales con la colocacién de dos puntos de 6/0 de Surgipro 11° (Figura
26).

Figura 24. Traccion de
pulmén izquierdo y diseccién
del hilio pulmonar

Pulmon
Izquierdo
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Figura 25. Clips de titanio

Figura 26. Sutura del mufién
bronquial. Se observa clip e
hilos de sutura

Finalmente, se ha procedido al cierre de la toracotomia aproximando las
costillas con puntos en “x” mediante una sutura absorbible 3/0 polyglactin 910
(Vicryl®, Ethicon, Inc, Johnson and Johnson Intl, Brussels, Belgium). Posteriormente,
se ha realizado una sutura continua de los planos musculares y subcutaneo con sutura
absorbible 3/0 de Vicryl® y una sutura de puntos simples en la piel con sutura no
absorbible de 3/0 (Silkan®, B. Braun Surgical S.A, Espafia).

Para revertir el plano anestésico se ha administrado 0,5 mg/kg im de
atipamezol (Antisedan®, Pfizer, Madrid, Spain) (Figura 18-C). Se ha colocado un
drenaje pleural de pequefio calibre (Pleurocath® de 8 french) conectado a un sello de
agua (Figura 27) con la finalidad de devolver a la cavidad tordcica su presion
negativa. Cuando el animal ha presentado respiracion espontanea, se ha procedido a
retirar el drenaje y se ha suturado la piel de la zona de salida del mismo con un punto
en U (Figura 28) de Silkan® 3/0. Se ha efectuado la antisepsia de las incisiones
realizadas en la piel con aplicacién tépica de povidona yodada (Betadine®.
Laboratorios Asta Médica, Madrid, Espafia) (Figura 18-D).
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Figura 27. Colocacion del drenaje
pleural. De esta manera se devolvera
presidn negativa a la cavidad toracica.

Figura 28. Cierre de Toracotomia

2.3.- Cuidados postoperatorios

Tras la cirugia, los animales fueron llevados al area postoperatoria de la
Unidad de Investigacion del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin para
proveerles de los cuidados necesarios hasta el momento del sacrificio.

Estos cuidados incluian: 1) calor y confort, 2) cuidados respiratorios, 3)
hidratacion, 4) control del dolor y cuidados generales.

Figura 29. Salas de prey
postoperatorio
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1. Calory confort

Para prevenir la hipotermia, los animales del estudio se colocaron dentro de
sus jaulas sobre un lecho a base de viruta de bagazo de cafia desmeollado, y
expuestos al calor de ldmparas. La temperatura media del ambiente ha sido de
21+1 °C. Un termometro indicaba la conveniencia o no de la temperatura.

2. Cuidados respiratorios

Se controlaron periodicamente los movimientos respiratorios de los animales
prestando especial atencidn a la presencia de signos de depresion respiratoria.

3. Hidratacion
En el estudio, los animales fueron hidratados durante las primeras 24 horas
con 2,5 mL/Kg de peso de Ringer lactato inmediatamente tras la operacion y
con 2 mL/Kg de peso de dextrosa 4% a las 12 h de la intervencion.

4. Control del dolor
Finalmente y como analgésico, se ha administrado a todos los animales 0,03
mg/Kg/12h sc de buprenorfina (Buprex®, Schering-Plough, Madrid, Espafia)
(Figura 18-E) durante las primeras 48 horas postcirugia, administrando la

primera dosis una hora después de la inyeccion de atipamezol.

2.4.- Tratamientos sellantes del mufién bronquial |

Dependiendo del grupo de animales neumonectomizados, se ha procedido a la
aplicacién local y directa sobre el mufién bronquial de los tratamientos sujetos a
estudio: Tissucol®, PPP autélogo, ADSC, ADSC + Tissucol®.

2.4.1.- Obtencion del PPP autélogo

Durante la toracotomia lateral izquierda y previa a la neumonectomia, se ha
extraido asepticamente con una aguja de 22 G x 1 ¥4” por puncion cardiaca, 1.5 ml de
sangre que contenia una media de 717.285+190.973 plaquetas/pl. La sangre se ha
depositado en un tubo de ensayo de 5 ml que contenia 0.15 ml de citrato de sodio
(9NC 0.129M; BD Vacutainer Systems®™ Stewartby, UK), y se han mezclado
suavemente con la finalidad de homogenizar el contenido.
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Figura 30. Obtencion del PPP

autélogo

Mientras se realizaba la neumonectomia, la sangre se ha centrifugado a 3000
rpm durante 10 min para que se separe en 3 fracciones (Figura 30). Posteriormente, se
ha extraido s6lo la fraccion superior que corresponde al plasma, el cual contenia de
media 36.750+11.870 plaquetas/ul, se ha afiadido de cloruro célcico al 10% y se ha
administrado calor con una lampara para obtener un coagulo que serd el que se
colocara en la zona del mufidn bronquial (figura 31y 32).

Figura 31. Adicidn de

cloruro calcico al 10%

Figura 32. Formacion del

coagulo después de inducirle

‘ calor
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Ademas, se ha determinado la concentracion de Igf-1 en el plasma mediante
método ELISA (Mouse Igfl Elisa Kit Quantikine®, R&D System, Abingdon, UK) y
se ha obtenido un valor medio de 786,64+57,2 ng/ml.

2.4.2.- Obtencion de CM derivadas del tejido adiposo (ADSC)

El aislamiento de ADSC se realiz6 a partir de tejido adiposo inguinal de ratas
macho Sprague-Dawley de 3-5 meses de edad. Tras ser anestesiadas con 50 mg/kg de
ketamina (Ketolar®) ip, el tejido adiposo se retiré con precision en condiciones de
maxima esterilidad. Tras la homogeneizacion y lavados con solucion salina estéril del
tejido adiposo se realiz6 una digestion enzimética durante 1 hora. El pellet obtenido
tras la centrifugacion en rotor basculante, fue resuspendido en medio de cultivo
(DMEM, 5% FBS, P/S1X) y sembrado en un Flask permaneciendo en un incubador a
37°C/5%CO2 hasta la confluencia.

Las células fueron expandidas mediante sucesivas tripsinizaciones hasta
conseguir un nimero éptimo para criopreservar y comenzar los experimentos.

2.4.3.- Trasplante de ADSC

Justo antes de su aplicacidn, se ha tripsinizado dos flasks en condiciones de
esterilidad y de forma conservativa. Se ha realizado un contaje celular y célculo de
viabilidad, desechando los casos de muerte superior al 2%. Tras la centrifugacion, el
pellet celular fue resuspendido, aplicando 3-4 millones de células directamente al
mufién bronquial o al Tissucol® que cubria el mufién mediante el uso de una pipeta
Hamilton, dependiendo del grupo de tratamiento.

Figura 33. ADSC de rata vista al microscopio invertido

4x. La barra blanca equivale a 200 um.
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Figura 34. Trasplante de ADSC en el mufién bronquial

2.5.- Obtencidn y recogida de las muestras

El sacrificio de los animales se ha realizado a los 10 y 20 dias tras la
neumonectomia. Para ello el animal ha sido sometido a anestesia general profunda
con el mismo protocolo anestésico que para la neumonectomia. Una vez anestesiado
se ha rasurado la parte anterior del torax, se ha realizado una traqueostomia y se ha
ventilado al animal con los mismos pardmetros ventilatorios que en la
neumonectomia.

Con la rata en decubito supino, se ha realizado una laparoesternotomia media
y se ha abierto el térax ampliamente con dos pinzas de Kocher. Se ha seccionado y
retirado el timo. Para comprobar si existia dehiscencia del mufidn bronquial se ha
afiadido suero en la cavidad toracica y se ha ido aumentando gradualmente de 10 en
10 cm de H,O las presiones de aire hasta llegar a un maximo de 90 cm de H,0,
valorando la presencia o ausencia de burbujas de aire.

Seguidamente se ha extraido el blogue cardiopulmonar teniendo especial
cuidado de que el mufion bronquial con el clip estuvieran incluidos en el mismo
bloque. Posteriormente, se ha procedido a extraer el clip y se ha depositado el bloque
en formaldehido al 3,7 - 4% para aquellas muestras destinadas al estudio histologico,
mientras que, para las muestras destinadas a estudio genomico, el bloque
cardiopulmonar se ha colocado en una placa petri con solucién de PBS fria (pH= 7,4
cuya composicion quimica es en g/L. NaCl =8,0; KCl= 0,2; Na;HPO,= 1,15;
KH,PO, = 0,2 y glucosa = 1) sobre un corcho con hielo para proceder a la extraccién
del clip y seguidamente a la seccion del mufion justo detras de éste para ser
congelados de forma inmediata en N2 liquido y almacenados a -80° C hasta su uso.
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2.6.- Mediciones

2.6.1.- Evolucion clinica del periodo postoperatorio

Se ha valorado la presencia de hemoptisis, insuficiencia respiratoria, exudado
serohemorragico por orificios nasales y si se ha producido el fallecimiento antes del
periodo de sacrificio, considerando el momento y posible causa de la muerte.

2.6.2.- Determinaciones histologicas

Tras la extraccion del bloque cardiopulmonar y, bajo magnificacion de imagen
con un microscopio quirargico Zeiss OPMI 9-12,5 (Carl Zeiss Microimaging S.L.,
Barcelona, Espafia), se ha retirado el clip de titanio y se ha cortado justo detras de
éste, resultando un mufién bronquial con una longitud de 5 mm (Figura 35). Estas
muestras han sido fijadas en formol tamponado al 3,7 - 4% a temperatura ambiente.

Figura 35. Extraccion del bloque cardio-pulmonar en el
sacrificio. Retiro del clip y fijacion en formol.

2.6.2.1.- Procesamiento de las muestras

Posteriormente las muestras histoldgicas fueron sometidas a deshidratacion,
inclusién y corte de las secciones.

Deshidratacion: Mediante un procesador automatico de tejidos (Leica, TP-
1050, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania).

Inclusion: Las muestras se incluyeron en parafina por medio de un
dispensador de parafina (Leica, Reichert-Jung Histoembedder, Leica Instruments,
Gmbh, Nussloch, Alemania) (Figura 36 A). Asi, una vez deshidratadas las muestras
se depositaron en un medio que contenia parafina liquida a 60° C. Posteriormente, se

/Q 67



Tesis Doctoral MATERIAL Y MEDOTO

procedié a enfriar la parafina y se dejo reposar todo el material durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, se fundi6 la parafina y se extrajeron las muestras para luego
confeccionar los bloques colocados con la orientacién correcta en cada una de las
muestras. Se han dejado solidificar los bloques, primero sobre una base fria. Los
bloques se identificaron y se guardaron en un ambiente seco, oscuro y fresco hasta el
momento de su corte.

Figura 36. Dispensador de parafinay placa fria (A). Microtomo (B)

Corte de las secciones: Los cortes se efectuaron a 5um de grosor con un
microtomo (Leica, LR-2055, Leica Instruments, Gmbh, Nussloch, Alemania) (Figura
36 B). Estos se han dejado calentar en un calefactor a agua, se han recogido las
muestras y se han colocado en los portaobjetos. Se han secado y dejado enfriar a
temperatura ambiente. Posteriormente se ha procedido a la coloracién mediante la
técnica con hematoxilina y eosina.

A continuacion se procedié a la fijacion de la lamina cubreobjetos con
fosfato dibutil xileno (DPX).

2.6.2.2.- Lectura de las muestras

Las muestras histologicas del mufion bronquial han sido estudiadas a doble
ciego con un microscopio éptico Olympus BX50 (Olympus Espafia S.A., Madrid,
Espafa) (Figura 37) y se han clasificado de modo didactico teniendo en cuenta los
fendmenos que acontecen en la mucosa y submucosa, pared bronquial y pleura
peribronquial tanto a los 10 como a los 20 dias tras la cirugia.

a) Mucosa y submucosa: Se ha determinado la presencia de inflamacién (leve-

moderada—grave), fibrosis (inexistente-focal-difusa), Udlceras (inexistente-focal-
difusa) y necrosis (si-no).
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b) Pared bronquial (incluye cartilago y tejido conectivo adyacente): Se ha
determinado la presencia de inflamacion (leve-moderada—grave), fibrosis
(inexistente-focal-difusa) y necrosis (si-no).

¢) Pleura peribronquial: Se ha determinado la presencia de inflamacién (leve-
moderada—grave) y fibrosis (inexistente-focal-difusa).

Figura 37. Microscopio 6ptico Olympus BX50®

2.6.3.- Determinacion de la expresion genémica

Las muestras de mufion bronquial fueron primero homogeneizadas segun el
protocolo GITC-fenol/cloroformo, descrito por Ansubel y cols'®. Posteriormente se
ha realizado la extraccion de ARN total. Se ha determinado la concentracion de ARN
en las muestras mediante espectrofotometria de absorbancia (NanoDrop 1000
Spectrophotometer V3.7, Thermo Scientific). La sintesis del cCADN monocatenario se
ha realizado con primers de hexanucle6tidos al azar (Iscript cADN Synhesis Kit,
Biorad).

2.6.3.1.- Extraccion de ARN y sintesis de CADN

La homogenizacion de las muestras congeladas se ha realizado tras trituracion
y pulverizacion en nitrégeno liquido con la ayuda de un mortero y vastago de
porcelana, hasta la total desintegracion del tejido. Para la extraccion del ARN total se
ha seguido el protocolo de Ausubel y cols*®, donde se ha realizado 2 lavados de
etanol (EtOH).

Una vez extraido el ARN, se ha procedido a la sintesis de CADN para su
posterior analisis mediante Real Time PCR. Para la sintesis de este CADN se ha
utilizado un kit comercial de Roche® (Transcriptor First Strand cADN Synthesis Kit;
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Cat.No. 04896866001, Mannchim-Alemania), siguiendo las recomendaciones del
fabricante y se ha seguido el siguiente protocolo:

Una vez que se han descongelado y centrifugado los reactivos, se han
mantenido en hielo, en tubos de 0,2 ml adecuadamente rotulados a los que se ha
afiadido: el ARN muestra (para obtener 1ug de ARN total), 1ul de Anchored-oligo
(dt) 18 primer (vial 5), 2ul de Random Hexamer Primer (vial 6), agua, para un
volumen total final de 13 ul.

A continuacion, se han desnaturalizado las muestras a 65°C durante 10
minutos y se han colocado los tubos en hielo. A cada tubo se le ha afiadido, y en este
orden, lo siguiente: 4ul de Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 5x
(vial 2), 0,5ul de Protector RNase inhibitor, 40U/ul (vial 3), 2ul de Deoxynucleotide
Mix, 10mM (vial 4) y 0,5ul de Transcriptor Reverse Transcriptase, 20U/ul (vial 1),
para un volumen total final de 20ul.

Una vez que se les ha afiadido los reactivos anteriores, se ha mezclado bien
(sin utilizar vortex) y se ha centrifugado los tubos para luego ser colocados en el
bloque del termociclador, pasando todo ellos por los siguientes programas: 10
minutos a 25°C para que se unan los Random Hexamer Primer, 60 minutos a 50°C
para que el Transcriptor Reverse Transcriptase sintetice CADN, 5 minutos 85°C para
que el ARNasa digiera el ARN mensajero y mantenerse a 4°C para que no se degrade
el cADN.

Acabada la etapa del termociclador, los tubos con el cCADN ya sintetizado se
han conservado en una nevera a -20°C

2.6.3.2.- Determinacion de la expresion gendmica mediante gRT-PCR

Se ha utilizado un termociclador de capilares LightCycler® 1.5 (Roche,
Mannheim, Alemania), con el kit “LightCycler FastStart ADN Master SYBR Green
I” (Roche, Cat. No. 12 239 264 001) y el software de Lightcycler 3. 5. 3. y se han
seguido las instrucciones del fabricante.

Figura 38. Termociclador de capilares
LightCycler® 1.5
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Los cebadores que se han usado para cada uno de los genes del estudio han
sido disefiados utilizando el software online “Primer3” (http://frodo.wi.mit.edu/) y
posteriormente se han optimizado con la temperatura de anillado y la concentracion
de MgCl,. La especificidad de los cebadores ha sido comprobada mediante
electroforesis en gel de agarosa, para ello se ha realizado un pool de cada grupo
experimental y con cada pareja de primers de los genes estudiados, se ha hecho una
PCR con la que posteriormente se ha realizado una electroforesis en gel de agarosa y
se ha comprobado que generaba una banda del tamafio esperado. El fragmento
amplificado se ha analizado mediante una curva de melting que permite la
identificacion y diferenciacion de las variantes genéticas.

Los cebadores especificos que se han empleado y las condiciones de la RT-
PCR en tiempo real han sido recogidos en la tabla X. Los resultados han sido
corregidos mediante el gen PPIA (peptidylprolyl isomerase A, ciclofilina A) como
housekeeping gene'®, ya que es el que presenta una expresion mas estable.

Tabla X. Genesy condiciones de la PCR en tiempo real

Numero Descripcion FF;'\;\ilg]f d Prime Reverse
peptidylprolyl AGCCACTC
PPIA NM_017101 isomerase A, igggé§¥;§\AC AGTCTTGG 173
ciclofilina A CAGT
factor de
- GTTCCGAT
crecimiento TCTGAGGAGG
gl NM_I78866 jigado ainsulina  CT GGAGATGT ol ITTCCA 240
1 GGTT
LB TGGGAGTG
transformacion TGAGTGGCTGT
R \M_021578 de crecimiento, CTTTTGACG é;?(%CATT )
beta 1
factor de AGACCTGT ACTTCGGT
Ctgf NM_022266 crecimiento de GCCTGCCA GGGGTGTT 242
tejido conectivo TTAC TTC
factor de
- TATGTGCT
crecimiento GCCCATGAAG
Vegfa NM_001110334 endotelial TGGTGAAGTT '(?((BBEETTGG 243
vascular
SRY (sex TTGCTGAG
Sox6 NM_001024751 determining ggggi¥§;§é’o‘ ATGACAGA 111
region Y)-box 6 ACGCT
AGATGCTG
Agc-l  NM 022190  Aggrecan 1 2%22&%?‘3 TTGACTCG 150
AACCT
, ATCAGGTC
colageno type Il CTCACGCCTTC
Col2zal NM_012929 alfa 1 CCATTGTT éﬁ%‘!’gAGC 201
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2.7.- Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se ha realizado mediante el paquete estadistico SPSS
v15.0 para Windows (2005, SPSS Inc. Illinois, USA). La expresion de los genes la
mostramos como media con su desviacion estandar (SD), salvo Vegfa que se ha
valorado en base a la mediana con valores minimo y maximo. Las determinaciones
histologicas se expresan en porcentajes. Para los contrastes de hipotesis hemos
considerado un error o= 0.05. Hemos aplicado el test de la U de Mann Whitney para
dos muestras independientes para verificar las diferencias en la expresion de los
genes, ya que estas no siguen una distribucion normal (Test de Kolmogorov-
Smirnov). Se ha realizado el Test de Chi-Cuadrado con la razon de verosimilitud
(RV) para valorar la asociacion de las determinaciones histoldgicas de los
tratamientos versus los controles. Se ha considerado que existia significacion
estadistica si p<0,05.
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1.- Evolucidn clinica del periodo postoperatorio

En general, los animales operados (n=121) en todos los grupos se han
recuperado satisfactoriamente de la anestesia después de la cirugia, aungque con
evidentes signos de hipotermia, que se han controlado con fuentes de calor. Los
animales han presentado movimientos respiratorios espontaneos y el reflejo ocular en
los 2 primeros minutos posteriores a la administracion de atipamezol. La posicion
fisiologica y la deambulacion la han recuperado entre los 3 y los 5 minutos. También
se ha apreciado que el 80% de los animales han presentado hemoporfirina alrdedor de
los ojos, debido al malestar propio de la cirugia pero que desaparecia a los 2 dias. No
se ha observado exudados serohemorrdgicos por nariz, ni disnea producto de la
cirugia.

Se han producido 4 muertes; 2 en los animales del grupo control debido a FBP
precoz debida a fallo mecénico en la estanquiedad del cierre bronguial con el
microclip bronquial durante el acto quirtrgico, 1 en el grupo de ADSC y 1 en el
grupo Tissucol®+ADSC debido a edema del pulmén contralateral (Tabla X11).

El tiempo quirdrgico empleado ha tenido una duracién de 45 — 50 min hasta el
cierre de la piel.

Tabla XI. Numero de muertes en los grupos

GRUPO TRATADO CAUSA DE MUERTE TOTAL

Control @ FBP precoz 2
ADSC @ Edema pulmonar 1
Tissucol ®+ ADSC @ Edema pulmonar 1

2.- Determinaciones histoldgicas

2.1.-Influencia del tratamiento local sobre el mufion bronquial

A continuacion mostramos los resultados del estudio histoldgico después de
agrupar todos lo animales que han recibido tratamiento y compararlos con la
evolucion natural del munon bronquial.

Podemos observar que en la mucosa y submucosa:
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1.-Existe una tendencia a producir mas inflamacion en los animales tratados a
20 dias, ya que un 26% de los animales tratados presenta inflamacion moderada frente
a ninguno del grupo control (p=0,057).

2.-El tratamiento induce una tendencia a la fibrosis localizada ya que el 31,8%
de estos animales presentan fibrosis focal a los 10 dias (p=0,096).

3.-Los animales tratados presentan significativamente menos necrosis de la
mucosa Yy de la submucosa a los 20 dias de la cirugia (p=0,034).

Tabla XI1. Hallazgos microscopicos de mucosa y submucosa bronquial

Mucosa y Submucosa Control Caso p
Recuento 3 16
Leve
% 75 72,7
Recuento 0 1
Moderada o 0 15
10 dias : : 0,842
Recuento 1 5)
Grave
% 25 22,7
Recuento 4 22
Total
L, % 100 100
Inflamacion
Recuento 7 17
Leve
% 100 73,9
Recuento 0 6
Moderada o 0 261
20 dias - : 0,057
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Recuento 7 23
Total
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 0 7
Focal % 0 31,8
10 dias - : 0,096
. Recuento 4 15
Difusa
% 100 68,2
Recuento 4 22
. . Total
Fibrosis % 100 100
. Recuento 0 1
Inexistente
% 0 4
Recuento 4 13
., Focal
20 dias % 57,1 56,5 0,760
. Recuento 3 9
Difusa
% 43 39
Total Recuento 7 23

/Q 76



Tesis Doctoral RESULTADOS
% 100 100
) Recuento 2 12
Inexistente
% 50 54,5
Recuento 2 10
10 dias Focal 0,867
% 50 45,5
Recuento 4 22
Total
’ % 100 100
Ulceras
. Recuento 4 14
Inexistente
% 57,1 60,9
Recuento 3 9
20 dias Focal 0,860
% 429 39,1
Recuento 7 23
Total
% 100 100
Recuento 4 16
No % 100 72,7
10 dias R° 6’
ecuento
Si u 0,129
% 27,3
Recuento 22
Total
. % 100 100
Necrosis
Recuento 4 21
No
% 57,1 91,3
Recuento 3 2
20 dias Si 0,034
% 429 8,7
Recuento 7 23
Total
% 100 100

A nivel de la pared bronquial observamos que:

1.-Hay un mayor grado de inflamacién (grave) en los animales que han
recibido tratamiento a los 10 dias (p=0,012) que no se aprecia en los animales

controles.

2.-El tratamiento del mufion induce un grado menor de fibrosis de la pared
(fibrosis focal) a los 10 dias con respecto a los controles, que no es estadisticamente

significativa (p=0,171).

3.-El tratamiento del mufidn protege de la necrosis frente a la evolucion natural

del mufion a los 20 dias (p=0,001).
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Tabla XI11. Hallazgos microscopicos de la pared bronquial

Pared bronquial

Recuento 4 6
Leve
% 100 27,3
Recuento 0 7
Moderada % q 5.
10 dias - ’ 0,012
Recuento 0 9
Grave
% 0 40,9
Recuento 4 22
Total
L % 100 100
Inflamacion
Recuento 6 17
Leve
% 85,7 73,9
Recuento 1 6
Moderada % e -
20 dias ? : : 0,518
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Recuento 7 23
Total
% 100 100
i Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
. Recuento 4 17
Difuso
5 % 100 77,3
10 dias 0,171
Recuento 0 5
Focal
% 0 22,7
Recuento 4 22
Total
. . % 100 100
Fibrosis
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
. Recuento 6 15
Difuso
p % 85,7 65,2
20 dias 0,300
Recuento 1 8
Focal
% 14,3 34,8
Recuento 7 23
Total
% 100 100
Si Recuento 0 2
% 0 9,1
Recuento 4 20
10 dias No 0,404
% 100 90,9
Recuento 4 22
. Total
Necrosis % 100 100
S Recuento 5 2
% 71,4 8,7
20 dias - Recuento 2 21 0,001
% 28,6 91,3
Total Recuento 7 23
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% 100 100

A nivel de la pleura peribronquial observamos que:

1.-El tratamiento muestra una tendencia a inducir mayor grado de inflamacion
a los 10 dias (p=0,093) que es significativa a los 20 dias (p=0,023).

Tabla XIV. Hallazgos microscépicos de la pleura peribronquial

Pleura peribronquial Control Caso p
Recuento 2 3
Leve
% 50 13
Moderada Recuento 2 11
0,
10 dias & £0 &G 0,093
Recuento 0 9
Grave
% 0 39,1
Total Recuento 4 23
., % 100 100
Inflamacion
Recuento 7 12
Leve
% 100 52,2
Moderada Recuento 0 5
0,
20 dias & L 2Ly 0,023
Recuento 0 6
Grave
% 0,0 26,1
Total Recuento 7 23
% 100 100
. Recuento 1 1
Inexistente
% 25 43
Recuento 1 10
Focal
5 % 25 43,5
10 dias 0,325
. Recuento 2 12
Difuso
% 50 52,2
Total Recuento 4 23
0,
Fibrosis % g LL
. Recuento 2 4
Inexistente
% 28,6 17,4
Recuento 4 11
Focal
0,
20 dias % Sl 2its 0,554
Difuso Recuento 1 8
% 14,3 34,8
Total Recuento 7 23
% 100 100
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2.2.- Influencia del tratamiento con Tissucol®

Al sacrificio pudimos observar una masa de tejido de consistencia fibrosa de
aproximadamente 0.3 - 0.4 cm que rodeaba los bordes del mufidn (figura 38).

Figura 39. Vista macroscopica del mufion bronquial,

grupo Tissucol®

En la Tabla XV se muestran los hallazgos histoldgicos observados en el mufion
bronquial de los animales tratados con Tissucol® tras la neumonectomia.

Podemos observar que en la mucosa y sumbucosa (Tabla XV):
1.-Existe una tendencia a producirse mas inflamacion (moderada) en los
animales tratados con Tissucol® a los 20 dias, ya que un 33,3% de los animales

tratados presenta inflamacién moderada frente a ninguno del grupo control (p=0,060).

2.-A los 10 dias el Tissucol® produce una distribucién focal significativa de la
fibrosis del mufion (p=0,002).

3.-Induce la aparicion de signos de necrosis a los 10 dias (p=0,048), sin que
existan dieferencias con respecto a los controles a los 20 dias.

. P . . ®
Tabla XV. Hallazgos microscdpicos de mucosa y submucosa bronquial con Tissucol

Mucosa y submucosa Control Tissucol® p
Recuento 3 4
Leve ” 75 .
Inflamacion 10 dias 2 2 0,778
Recuento 0
Moderada
% 0 0
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Recuento 1 2
Grave
% 25 33
Total Recuento 4 6
% 100 100
Recuento 7 4
Leve
% 100 66,7
Moderada (I)?ecuento 0 2
20 dias % 0 = 0,060
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 6
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 0 6
Focal > 5 100
10 dias - 0,002
. Recuento 4 0
Difusa
% 100 0
Fibrosis 2
. Recuento 0 1
Inexistente
% 0 16,7
Recuento 4 4
Focal % 57 66,7
20 dias 2 : 0,308
. Recuento 3 1
Difusa
% 43 17
Total Recuento 7 6
% 100 100
Inexistente Recuento 2 2
% 50 33,3
10 dias Focal Recuento 2 4 0,598
% 50 66,7 '
Total Recuento 4 6
- % 100 100
Ulceras
Inexistente Recuento 4 2
% 57 33,3
i Recuento 3 4
20 dias Focal 0,391
% 43 66,7
Total Recuento 7 6
% 100 100
Recuento 4 3
No
% 100 50
Necrosis 10 dias Si Recuento 0 3 0,048
% 0 50
Total Recuento 4 6
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% 100 100
Recuento 4 4
No
% 57 66,7
20 dias Si et 9 2 0,725

% 43 33,3

Total Recuento 7 6
% 100 100

La Tabla XVI muestra los hallazgos microscépicos a nivel de la pared

bronquial:

1.-Se aprecia un mayor grado de inflamacion (grave) no significativa en los

animales que han recibido tratamiento a los 10 dias (p=0,124).

2.-El tratamiento del mufion tiende a inducir un grado menor de fibrosis
(fibrosis focal) con respecto a los controles a los 10 dias (p=0,016) y a los 20 dias

(0,047).

3.-No se observan cambios significativos sobre la necrosis de la pared en el
tratamiento con Tissucol®, aunque se aprecia menor grado de necrosis en los animales
tratados a los 20 dias.

Tabla XVI. Hallazgos microscopicos de la pared bronquial con Tissucol®

Pared bronquial Control Tissucol®
Recuento 4 4
Leve
% 100 66,7
Moderada Recuento 0 0
0,
10 dias % L g 0,124
Recuento 0 2
Grave
% 0 33,3
Total Recuento 4 6
., % 100 100
Inflamacion
Recuento 6 4
Leve
% 85,7 66,7
Moderada Recuento 1 2
0,
20 dias 4 Lo 898 0,416
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 6
% 100 100
Fibrosis 10 dias Inexistente  Recuento 0 0 0,016
82
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% 0 0
Recuento 0 4
Focal
% 0 66,7
Difuso Recuento 4 2
% 100 33,3
Total Recuento 4 6
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 1 4
Focal
0,
20 dias % Lo GER 0,047
Difuso Recuento 6 2
% 85,7 33,3
Total Recuento 7 6
% 100 100
si Recuento 0 2
% 0 33,3
10 dias No ReCilo 4 4 0,124
% 100 66,7
Total Recuento 4 6
. % 100 100
Necrosis
si Recuento 5 2
% 71,4 33,3
20 dias No Recuento 2 4 0,165
% 28,6 66,7
Total Recuento 7 6
% 100 100

La Tabla XVII muestra a nivel histoldgico que en la pleura peribronquial:
1.-Se aprecia un mayor grado de inflamacion (moderada) no significativa a los

10 dias (p=0,260) y un predominio de la distribucion focal de la misma a los 10 dias,
tampoco significativa (p=0,108).

Tabla XVII. Hallazgos microscopicos de la pleura peribronquial con Tissucol®

Pleura peribronquial Control | Tissucol® p
Recuento 2 1
Leve
% 50 16,7
L. . Recuento 2 5
Inflamacion 10 dias Moderada = 0,260
% 50 83,3
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
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Recuento 4 6
Total
% 100 100
Recuento 7 5
Leve
% 100 83,3
Recuento 0 1
Moderada o 00 67
20 dias - : : 0,200
Recuento 0
Grave
% 0
Recuento 6
Total
% 100 100
. Recuento 1 1
Inexistente
% 25 16,7
Recuento 1 5
Focal
p % 25 83,3
10 dias R ) 0 0,108
ecuento
Difuso
% 50 0
Recuento 4 6
Total % 100 100
Fibrosis :
. Recuento 2 3
Inexistente
% 29 50,0
Recuento 4 3
Focal » - 0
20 dias ? 0,529
. Recuento 1
Difuso
% 14
Recuento 7
Total
% 100 100

2.3.-Influencia del tratamiento con PPP aut6logo

Macroscopicamente observamos una masa de tejido de consistencia fibrosa de

aproximadamente 0,5 cm que rodeaba los bordes del mufion.

A continuacion se muestran los hallazgos histoldgicos observados en el mufién
bronquial de los animales tratados con plasma autélogo local tras la neumonectomia.

En la Tabla XV 11l podemos observar que en la mucosa y sumbucosa:

1.-Se observa una tendencia a producir mas inflamacion en los animales
tratados con PPP a los 20 dias, ya que un 33,3% de los animales tratados presenta
inflamacioén moderada frente a ninguno del grupo control (p=0,060).

/2



Tesis Doctoral RESULTADOS

2.-A los 10 dias produce una distribucion difusa de la fibrosis del mufion al
igual que ocurre en los controles y a diferencia de lo observado en el grupo de
Tissucol®.

3.-Protege al mufion de la produccién de necrosis a los 20 dias ya que ninguno

de los animales tratados presentd necrosis frente a un 43% de los animales controles
que si lo presentaron (p=0,034).

Tabla XVII1. Hallazgos microscépicos de la mucosa y submucosa con PPP

Mucosa y submucosa Control PPP p
Recuento 3 3
Leve
% 75 50
Moderada Recuento .
0,
10 dias % c 0,429
Recuento 1 3
Grave
% 25 50
Total Recuento 4 6
., % 100 100
Inflamacion
Recuento 7 4
Leve
% 100 66,7
Moderada Recuento 0 2
0,
20 dias % 0 333 0,060
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 6
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 0 0
Focal
0,
10 dias % 0 0
Difusa Recuento 4 6
% 100 100
Total Recuento 4 6
0,
Fibrosis % LL g
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0,0
Recuento 4 4
Focal
0,
20 dias 29 Sl 67 0,725
Difusa Recuento 3 2
% 43 33
Total Recuento 7 6
% 100 100
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. Recuento 2 1
Inexistente
% 50 16,7
) Recuento 2 5
10 dias Focal 0,260
% 50 83,3
Total Recuento 4 6
- % 100 100
Ulceras
. Recuento 4 1
Inexistente
% 57,1 16,7
3 Recuento 3 5
20 dias Focal 0,125
% 42,9 83,3
Total Recuento 7 6
% 100 100
No Recuento 4 4
% 100 67
10 dias Si ReCilo L 2 0,124
% 0 33
Total Recuento 4 6
. % 100 100
Necrosis
Recuento 4 6
No
% 57 100
20 dias Si Recuento 3 0 0,034
% 43
Total Recuento 7
% 100 100

A nivel de la pared bronquial observamos en la Tabla XIX que:

1.-Mayor grado de inflamacién (moderada y grave) en los animales que han
recibido PPP a los 10 dias (p=0,006).

2.-El tratamiento del mufion con PPP induce a los 10 y 20 dias una distribucion
difusa de la fibrosis semejante a los controles, y a diferencia de lo que ocurre con el
Tissucol®.

3.-Protege al mufién de la necrosis a los 20 dias ya que ninguno de los
animales tratados presento necrosis frente a un 71,4% de los animales controles que si

lo presentaron (p=0,003).

Tabla XIX. Hallazgos microscépicos de la Pared bronquial con PPP

Pared bronquial Control PPP )
Recuento 4 0
» ) Leve
Inflamacion 10 dias % 100 0 0,006
Moderada  Recuento 0 2
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% 0 33,3
Recuento 0 4
Grave
% 0 66,7
Total Recuento 4 6
% 100 100
Recuento 6 4
Leve
% 85,7 66,7
Recuento 1 2
Moderada d 3 233
% 14, ,
20 dias > 0,416
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Recuento 7 6
Total
% 100 100
. Recuento 0
Inexistente
% 0
Recuento 0
Focal o 3 o
10 dias RO 4 6
n
Difuso ecuento
% 100 100
Recuento 4 6
Total % 100 100
Fibrosis >
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 1 2
Focal
% 14,3 33,3
20 dias > : : 0,416
Recuento 6 4
Difuso
% 85,7 66,7
Total Recuento 7 6
% 100 100
Recuento
Si
%
10 dias No Recuento 4
% 100 100
Recuento 4 6
Total
. % 100 100
Necrosis
3 Recuento 5
Si
% 71,4
Recuento 2
20 dias No d 0,003
% 28,6 100
R n 7
Total ecuento 6
% 100 100

A nivel de la pleura peribronquial, en la Tabla XX se observa:

/2



Tesis Doctoral

RESULTADOS

1.-Una tendencia a producir mayor grado de inflamacién (grave) a los 20 dias

(p=0,057).

2.-Un predominio a producir fibrosis con distribucion focal de la misma a los
10 dias (p=0,435) y 20 dias (0,210) ya que todos los animales tratados prsentaron

signos de fibrosis.

Tabla XX. Hallazgos microscdpicos de la pleura peribronquial con PPP

Pleura peribronquial Control PPP p
Recuento 2 1
Leve
% 50 16,7
Moderada Recuento 2 3
0,
10 dias % =Y £ 0,233
Recuento 0 2
Grave
% 33,3
Total Recuento 4 6
-, % 100 100
Inflamacion
Recuento 7 3
Leve
% 100 50
Moderada Recuento 0 2
0,
20 dias & oy Sk 0,057
Recuento 0 1
Grave
% 0 16,7
Total Recuento 7 6
% 100 100
. Recuento 1 0
Inexistente
% 25 0,0
Recuento 1 2
Focal
5 % 25,0 33,3
10 dias 0,435
Difuso Recuento 2 4
% 50 66,7
Total Recuento 4 6
0,
Fibrosis s 4Ly 200
. Recuento 2 0
Inexistente
% 29 0,0
Focal Recuento 4 4
0,
20 dias % Sl 67 0,210
Difuso Recuento 1 2
% 14,3 33,3
Total Recuento 7 6
% 100 100
88
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Figura 40. Vista macroscopica del mufion bronquial, grupo ADSC. A: mufién bronquial. B: Parrilla
costal. Obsérvese la masa blanquecina que engloba el mufién bronquial y que se encuentra pegada a la parrilla
costal (flecha).

2.4 -Influencia del tratamiento con ADSC

Desde el punto de vista macroscopico pudimos observar una masa de tejido de
consistencia fibrosa de aproximadamente 0.8 cm a los 20 dias, que rodeaba los bordes
del mufidn e incluso se encontraba adherida a la pared costal coincidiendo con la
toracotomia. (Figura 40).

En la Tabla XXI se muestran los hallazgos histoldgicos observados en el
mufion bronquial de los animales tratados con ADSC tras la neumonectomia.

Podemos observar que en la mucosa y sumbucosa:
1.-Se produce mas inflamacion en los animales tratados con células madre a
los 20 dias, ya que un 40% de los animales tratados presenta inflamacion moderada

frente a ninguno del grupo control (p=0,043).

2.-Evita la aparicion de dlceras a los 10 dias (p=0,046) y a los 20 dias
(p=0,047).

3.-Protege de la produccién de necrosis a los 20 dias ya que ninguno de los

animales tratados presentd necrosis frente a un 43% de los animales controles que si
lo presentaron (p=0,047).

Tabla XXI. Hallazgos microscdpicos de la mucosa y submucosa con ADSC

Mucosa y submucosa Control ADSC p
3
Inflamacion 10 dias Leve Recuento e 0,246
% I8 80
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0
Moderada Recuento 1
% 0 20
Grave Recuento 1 0
% 25 0
Total Recuento 4 5
% 100 100
Recuento 7 3
Leve
% 100 60
Moderada Recuento 0 2
0,
20 dias & v ) 0,043
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 5
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0
Recuento 0 1
Focal
0,
10 dias i L 2 0,259
Difusa Recuento 4 4
% 100 80
Total Recuento 4 5
0,
Fibrosis £ 10 L
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0,0
Recuento 4 3
Focal
0,
20 dias % Sl 60 0,921
Difusa Recuento 3 2
% 43 40
Total Recuento 7 5
% 100 100
Recuento 2 5
Inexistente
% 50 100
Recuento 2 0
Focal
% 50 0
10 dias 0,046
. Recuento 0 0
Difusa
% 0 0
Ulceras
Total Recuento 4 5
% 100 100
) Recuento 4 &
Inexistente
% 57 100
20 dias Recuento 3 0 0,047
Focal
% 43 0
Difusa Recuento 0 0
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% 0 0
Total Recuento 7 5
% 100 100
No Recuento 4 5
% 100 100
10 dias si Recuento 0 0
% 0
Total Recuento 4 5
. % 100 100
Necrosis
Recuento 4 5
No
% 57,1 100
20 dias Si Recuento J 0 0,047
% 100 0
Total Recuento 7 5
% 100 100

A nivel de la pared bronquial (Tabla XXII) observamos que:

1.-Produce un mayor grado de inflamacién (moderada y grave) en los animales
que han recibido tratramiento con ADSC a los 10 dias (p=0,025) que no se aprecia en

los animales controles.

2.-Protege de la aparicion de necrosis a los 20 dias ya que ninguno de los
animales tratados present6 necrosis frente a un 71,4% de los animales controles que si

lo presentaron (p=0,005).

3.- Presencia de células de gran tamafio en el tejido conectivo de la pared

bronquial.

Tabla XXI1. Hallazgos microscépicos de la pared bronquial con ADSC

Pared bronquial Control ADSC p
Recuento 4 1
Leve
% 100 20
Moderada HEslEri 0 3
0,
10 dias % 0 60 =
Inflamacién Grave Recuento 0 1
il 0 20
Total Recuento 4 5
% 100 100
20 dias e Recuento 6 4 0793
% 85,7 80
91
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Moderada Recuento 1 1
% 14,3 20
Grave Recuento 0 0
% 0 0
Total Recuento 7 5
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 0 1
Focal
% 0 20
10 dias 0,259
Difuso Recuento 4 4
% 100 80
Total Recuento 4 5
0,
Fibrosis % L 100
. Recuento 0
Inexistente
% 0 0
Focal Recuento 1 2
0,
20 dias % Lo 0 0,310
Difuso Recuento 6 3
% 85,7 60
Total Recuento 7 5
% 100 100
si Recuento 0 0
% 0 0
10 dias No Recuento 4 5
% 100 100
Total Recuento 4 5
. % 100 100
Necrosis
p Recuento 5 0
Si
% 71,4 0
20 dias No Recuento 2 > 0,005
% 28,6 100
Total Recuento 7 5
% 100 100

A nivel de la pleura peribronquial (Tabla XXII1) se observa:

1.-Un mayor grado de inflamacion (grave) aunque no significativo a los 10
dias (p=0,233) y un mayor grado de inflamacion (moderada) significativo a los 20

dias (p=0,043).

2.-Un mayor grado de fibrosis no significativo con distribucion focal de la
misma a los 10 dias (p=0,382) y 20 dias (p=0,296), ya que todos los animales tratados
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presentaron signos de fibrosis frente un 29% de los controles que no la presentaron a

los 20 dias.
Tabla XXI11. Hallazgos microscépicos de la pleura peribronquial con ADSC
Pleura peribronquial Control ADSC p
Recuento 2 1
Leve
% 50 16,7
Recuento 2 3
Moderada
% 50 50
10 dias 0,233
Recuento 2
Grave
% 33,3
Recuento 6
Total
. % 100 100
Inflamacion
Recuento 7 3
Leve
% 100 60
Recuento 0 2
Moderada
% 0 40
20 dias 0,043
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Recuento 7 5
Total
% 100 100
) Recuento 1 0
Inexistente
% 25 0,0
Recuento 1 3
Focal
% 25 50
10 dias 0,382
. Recuento 2 3
Difuso
% 50 50
Recuento 4 6
Total
) ) % 100 100
Fibrosis
. Recuento 2 0
Inexistente
% 29
Recuento 4 4
Focal
% 57 80
20 dias 0,296
. Recuento 1 1
Difuso
% 14 20
Recuento 7 5
Total
% 100 100
2.5.-Influencia del tratamiento combinado con ADSC+Tissucol®
93
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Desde el punto de vista macroscopico pudimos observar una masa de tejido de
consistencia fibrosa de aproximadamente 1 cm a los 20 dias, que rodeaba los bordes
del mufidn e incluso se encontraba adherida a la pared costal coincidiendo con la
toracotomia (Figura 41).

‘!

Figura 41. Vista macroscépica del mufién bronquial, grupo ADSC+Tissucol®. A: del mufién bronguial.
B: Parrilla costal. Obsérvese la masa blanquecina asociada a la toracotomia (flecha)

A continuacion se muestran los hallazgos histolégicos observados en el mufion
bronquial de los animales tratados con ADSC+Tissucol® local tras la neumonectomfa.

Podemos observar que en la mucosa y sumbucosa (Tabla XXIV):

1.-Mayor inflamacion leve en todos los animales tratados con ADSC y
Tissucol® a los 10 y 20 dias aunque no significativa (p=0,182 y p=0,236
respectivamente), a diferencia de los grupos de tratamiento anteriores que tienen
tendencia a producir un mayor grado de inflamacion.

2.-Evita la aparicién de Ulceras a los 20 dias (p=0,034).
3.-Protege de la produccién de necrosis a los 20 dias ya que ninguno de los

animales tratados presentd necrosis frente a un 43 % de los animales controles que si
la presentaron (p=0,034).

Tabla XXIV. Hallazgos microscopicos de la mucosa y submucosa con Tissucol®+ADSC

Mucosa y submucosa Control Tissucol® + ADSC
Recuento 3 5
» ; Leve
Inflamacion 10 dias % 75 100 0,182
Moderada Recuento 0 0
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% 0 0
Recuento 1 0
Grave
% 25 0
Total Recuento 4 5
% 100 100
Recuento 7 6
Leve
% 100 100
Moderada Recuento 0 0
0,
20 dias % L e
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 6
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 0 0
Focal
0,
10 dias i L g
Difusa Recuento 4 5
% 100 100
Total Recuento 4 5
0,
Fibrosis i 100 i
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 4 2
Focal
0,
20 dias % St CEL 0,391
Difusa Recuento & 4
% 42,9 66,7
Total Recuento 7 6
% 100 100
. Recuento 2 4
Inexistente
% 50 80
) Recuento 2 1
10 dias Focal 0,343
% 50 20
Total Recuento 4 5)
- % 100 100
Ulceras
. Recuento 4 6
Inexistente
% 57 100
: Recuento 3
20 dias Focal 0,034
% 43
Total Recuento 7 6
% 100 100
No Recuento 4 4
0,
Necrosis 10 dias 4o 1 el 0,259
. Recuento 0 1
Si
% 0 20

/2



Tesis Doctoral RESULTADOS

Total Recuento 4 5

% 100 100
No Recuento 4 6
% 57.1 100
20 dias si REEHENT 8 e 0,034

% 42,9

Total Recuento 7
% 100 100

A nivel de la pared bronquial (Tabla XXV) observamos que:

1.-Produce un mayor grado de inflamacion (moderada y grave) en los animales
que han recibido tratramiento con células madres y Tissucol® a los 10 dias (p=0,025)
gue no se aprecia en los animales controles.

2.-Protege de la aparicion de necrosis a los 20 dias ya que ninguno de los
animales tratados presento necrosis frente a un 71,4% de los animales controles que si

la presentaron (p=0,003).

3.- Presencia de células de gran tamafio en el tejido conectivo de la pared
bronquial.

Tabla XXV. Hallazgos microscépicos de la pared bronquial con Tissucol®+ADSC

Pared bronquial Tissucol® + ADSC

Recuento 4 1
Leve
% 100 20
Moderada Recuento 0 2
0,
10 dias % 0 40 0,025
Recuento 0 2
Grave
% 0 40
Total Recuento 4 5
L, % 100 100
Inflamacion
Recuento 6 5
Leve
% 85,7 83,3
Moderada Recuento 1 1
0,
20 dias 4 L) 160 0,906
Recuento 0 0
Grave
% 0 0
Total Recuento 7 6
% 100 100
. ) ) Inexistente Recuento
Fibrosis 10 dias %
Focal Recuento
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% 0 0
Difuso Recuento 4 5
% 100 100
Total Recuento 4 5
% 100 100
. Recuento 0 0
Inexistente
% 0 0
Recuento 1 0
Focal
0,
20 dias % et L 0,253
Difuso Recuento 6 6
% 85,7 100
Total Recuento 7 6
% 100 100
si Recuento
%
10 dias No RECEENY
% 100 100
Total Recuento 4 5
. % 100 100
Necrosis
p Recuento 5
Si
% 71,4
20 dias N et 2 & 0,003
% 28,6 100
Total Recuento 7 6
% 100 100

A nivel de la pleura peribronquial (Tabla XXVI) se observa:

1.-Mayor grado de inflamacion grave a los 10 dias (p=0,002) y a los 20 dias
(p=0,001).

2.-Fibrosis con distribucién difusa de la misma no significativa a los 10 dias
(p=0,136.), que es significativa a los 20 dias (p=0,013).

Tabla XXVI. Hallazgos microscopicos de la Pleura peribronquial con Tissucol®+ADSC

Pleura peribronquial Control | Tissucol® + ADSC p
Recuento 2 0
Leve
0,
Inflamacion 10 dias a 50 L 0,002
Moderada Recuento 2 0
% 50 0
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Recuento 0 5
Grave
% 100
Total Recuento 4 5
% 100 100
Recuento 7 1
Leve
% 100 16,7
Moderada Recuento 0 0
0,
20 dias uJ L g 0,001
Recuento 0 5
Grave
% 0 83,3
Total Recuento 7 6
% 100 100
Inexistente HlEol il 1 .
% 25 0,0
Recuento 1 0
Focal
; % 25 0
10 dias 0,136
Difuso Recuento 2 5
% 50 100
Total Recuento 4 5
0,
Fibrosis i L0 L0
. Recuento 2 1
Inexistente
% 28,6 16,7
Focal Recuento 4 0
0,
20 dias a S £ 0,013
Difuso Recuento 1 5
% 14,3 83,3
Total Recuento 7 6
% 100 100
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En las siguientes figuras se muestran algunos de los hallazgos histoldgicos
descritos en el mufidén bronquial tras neumonectomia.

Figura 42. Iméagenes de las categorias histolégicas evaluadas

A: Vista general del mufién bronquial a 4x/0.10.

B: Infiltrado linfoplasmacitario de pared bronquial rodeando al Tissucol. Inflamacién grave. 20x/0.40

C: Fibrosis difusa de pared bronquial. Nétese el hilo de sutura (color azul). 10x/0.25

D: Infiltrado linfoplasmocitario moderado de mucosa y sub-mucosa, pared bronquial y fibrosis focal.
20x/0.40

E: Descamacion y necrosis de mucosa y submucosa. 40x/0.65

F: Necrosis de pared bronquial. Obsérvese la pérdida de organizacion y celularidad de fibroblastos.

40X/0.65
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3.- Analisis de los cambios en la expresion de genes

El estudio de expresién de genes se ha realizado en 60 animales. La
distribucion de frecuencias de la expresion de genes entre los animales que han
recibido los diferentes tratamientos del munon bronquial se ha analizado en base a la
media, salvo Vegfa que se ha valorado en base a la mediana y tras ponderar todos los
valores individuales con respecto a la media, o la mediana del grupo control.

3.1.- Coléageno 2al

No se han observado cambios significativos en la expresion de col2al a los 10
y 20 dias en los grupos tratados con Tissucol®, PPP y la combinacion de
Tissucol®+ADSC. Si se ha observado un incremento significativo de su expresién en

el tratamiento con ADSC exclusivamente tanto a los 10 como a los 20 dias.

Los datos de la expresion de Col2al se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXVII. Expresion de Col2al en el mufién bronquial postneumonectomia

Col2al

Grupo MediaxSD p

Control 1,01+0,24

Tissucol® 1,57+1,02 0,302
10dias Plasma 1,310,72 0,439

ADSC 3,66+1,26 0,020

Tissucol ®+ADSC  2,44+2,74 0,796

Control 1,00+0,42

Tissucol® 0,9320,15 1,000
20dias  Plasma 0,81+0,29 0,796

ADSC 0,5520,09 0,039

Tissucol ®+ADSC ~ 1,63+0,92 0,480

A continuacion se muestra graficamente la expresién del gen Col2al con
significacion estadistica (*).
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Figura 43. Expresion de Col2al, control vs ADSC
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Los datos de la expresion de Ctgf se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXVIII. Expresion de Ctgf en el mufidén bronquial postneumonectomia

Grupo Media+SD p

Control 1,00+0,39

Tissucol® 0,64+0,15 0,197
10dias Plasma 0,83+0,30 0,606

ADSC 0,91+0,45 0,796

Tissucol®+ADSC 0,84+0,29 0,606

Control 1,00£0,33

Tissucol® 1,02£0,27 1,000
20dias  Plasma 1,02+0,40 0,796

ADSC 0,78%0,12 0,302

Tissucol®+ADSC 1,07+0,23 1,000

No se han observado cambios significativos en la expresion de Ctgf a los 10 y
20 dias en ninguno de los grupos tratados.
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3.3.- Sox 6

RESULTADOS

Los datos de la expresion de Sox 6 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXIX. Expresion de Sox 6 en el mufién bronquial postneumonectomia

Grupo MediaxSD p

Control 1,01+0,16

Tissucol® 1,660,88 0,439
10dias Plasma 1,02+0,34 0,439

ADSC 2,35+1,54 0,121

Tissucol ®+ADSC 1,3320,49 0,197

Control 1,01+0,20

Tissucol® 1,37+0,23 0,039
20dias  Plasma 1,42+0,34 0,121

ADSC 1,7920,20 0,020

Tissucol ®+ADSC 1,2320,32 0,289

No se han observado cambios significativos en la expresion de Sox 6 a los 10
dias en los grupos que recibieron tratamiento, salvo un incremento de su expresion no
significativo en el grupo de Tissucol® y ADSC. Si se ha observado un incremento
significativo de su expresion en el tratamiento con Tissucol® (p=0,039) y con ADSC

(p=0,020) a los 20 dias.

A continuacion se muestra graficamente la expresion del gen Sox6 con significacion

estadistica (*).

i Sox6

Expresion mRNA
o
N
—

Dias

= Control
mADSC

Tissucol

Figura 44. Expresion de Sox6, control vs ADSC y Tissucol®
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3.4.- TgfB-1

RESULTADOS

Los datos de la expresion de TgfB-1 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXX. Expresion de Tgfb en el mufién bronquial postneumonectomia

Grupo MediaxSD p

Control 1,00+0,26

Tissucol® 1,42+0,69 0,302
10dias Plasma 1,40%0,69 0,439

ADSC 0,49+0,30 0,071

Tissucol®+ADSC ~ 1,79+0,94 0,302

Control 1,00+0,71

Tissucol® 0,57+0,34 0,302
20dias Plasma 1,29+1,57 0,606

ADSC 0,23+0,11 0,020

Tissucol ®+ADSC ~ 0,78+0,79 0,724

No se han observado cambios significativos en la expresion de Tgfp-1 a los 10
dias en los grupos que recibieron tratamiento salvo en el de ADSC en el que se ha
observado un descenso de su expresion a los 10 dias (p=0,071) y a los 20 dias

(p=0,020).

A continuacion se muestra graficamente la expresion del gen TgfB-1 con

significacion estadistica (*).

[y
wu
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Expresion mRNA
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Figura 45. Expresion de Tgfp-1 control vs ADSC
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3.5.- Vegfa

Los datos de la expresion de Vegfa se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXXI. Expresion de Vegfa en el mufién bronquial postneumonectomia

Grupo Mediana p

Control 1,00 (0,92-1,61)

Tissucol® 1,00 (0,53-5,04) 1,000
10dias Plasma 0,94 (0,84-1,56) 1,000

ADSC 0,30 (0,23-0,70) 0,524

Tissucol ®+ADSC 0,95 (0,36-1,77) 1,000

Control 1,00 (0,38-5,43)

Tissucol® 0,95 (0,28-1,20) 1,000
20dias Plasma 1,52 (0,75-3,33) 0,524

ADSC 0,78 (0,46-2,13) 0,048

Tissucol ®+ADSC 1,50 (0,57-1,87) 1,000

No se han observado cambios significativos en la expresion de Vegfa a los 10
dias en los grupos que recibieron tratamiento. Se ha observado un descenso de su
expresion en el tratamiento con Tissucol® a los 20 dfas (p=0,020).

A continuacion se muestra graficamente la expresion del gen Vegfa con
significacion estadistica (*).

Vegfa

6,00

5,00+

<
Z 4,00+ = Control
= ADSC

mR

C 3,00

2,00

Expresio

1,00+

0,00+

T
Controles ADSC

20 Dias

Figura 46. Expresién de Vegfa, control vs ADSC
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3.6.- Igf-1
Los datos de la expresion de Igf-1 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXXII. Expresion de Igf-1 en el mufién bronquial postneumonectomia

Grupo MediaxSD p

Control 1,00+0,17

Tissucol® 0,26+0,21 0,020
10dias Plasma 1,74+1,02 0,302

ADSC 0,41+0,33 0,039

Tissucol®+ADSC  0,45+0,20 0,039

Control 1,00£1,19

Tissucol® 0,48+0,15 0,796
20dias  Plasma 1,28+0,80 0,439

ADSC 0,05+0,03 0,020

Tissucol®+ADSC  0,40+0,20 0,724

Se ha observado un descenso en la expresion de Igf-1 en los grupos tratados
con Tissucol® (p=0,020), ADSC (p=0,039) y la combinacién de Tissucol®+ADSC
(p=0,039) a los 10 dias. Sin embargo, el descenso en su expresion fue significativo
exclusivamente en el tratamiento con ADSC a los 20 dias (0,020).

A continuacién se muestra gréficamente la expresion del gen Igf-1 con
significacion estadistica (*).

Igf-1
2,5
= Control
2 -
! = ADSC
(14
£ 1,5 !
c Tissucol
© T
m -
o 1 * % = Tissucol+
=3 * ADSC
w o5 - T
i %
0 T —
10 20
Dias

Figura 47. Expresion de Igf-1, control vs. ADSC, Tissucol® y Tissucol®+ADSC
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3.7.- Agc-1

RESULTADOS

Los datos de la expresion de Agc-1 se muestran en la siguiente tabla:

Tabla XXXI11. Expresion de Agc-1 en el mufién bronquial postneumonectomia

Grupo Media+SD p

Control 1,31+0,57

Tissucol® 1,60%0,73 0,512
10dias  Plasma 0980,35 0,190

ADSC 1,60%0,31 0,039

Tissucol®+ADSC  1,44+0,43 0,278

Control 1,00+0,45

Tissucol® 0,73+0,21 0,197
20dias  Plasma 0,74%0,21 0,439

ADSC 0,96+0,08 0,439

Tissucol®+ADSC  1,09+0,22 0,724

Se ha observado un incremento en la expresion de Agc-1 en el tratamiento con
ADSC (p=0,039) los 10 dias. No se ha observado cambios en su expresion en ninguno

de los grupos que recibieron tratamiento a los 20 dias.

A continuacion se muestra graficamente la expresion del gen Agc-1 con
significacion estadistica (*).
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Figura 48. Expresion de Agc-1, control vs ADSC

/2

= Control
m ADSC

106



Tesis Doctoral DISCUSION

DISCUSION

/Q (07 L




Tesis Doctoral DISCUSION

/: ! 108



Tesis Doctoral DISCUSION

En la actualidad, la FBP continda siendo una temible complicacion
postquirdrgica, a pesar de los avances experimentados en los cuidados perioperatorios
y postoperatorios, asi como de las técnicas quirdrgicas empleadas en Cirugia
Toracica. Por otro lado, los avances médicos en el campo de la quimioterapia y la
radioterapia, que han permitido que pacientes oncoldgicos con tumores avanzados
puedan ser intervenidos quirurgicamente, han influido también en la incidencia de
aparicion de las FBP.

La FBP compromete de una forma muy seria la vida del paciente y sus
posibilidades de recuperacion total tras la intervencion, pues causa una disrupcion de
la via aérea que contamina el espacio pleural y anega de liquido el pulmoén o
pulmones remanentes, originando una neumonia por aspiracion (de maximo riesgo en
el caso de pulmon Unico), sepsis y en muchos casos un fatal SRDA, que pone en
peligro la vida del enfermo, relegando a un segundo plano todos lo esfuerzos
quirargicos y médicos realizados por tratar y en Gltima medida curar al paciente de la
neoplasia que amenza su vida.

De hecho, las FBP postquirdrgicas son una de las causas que originan mas
reingresos hospitalarios tras las resecciones pulmonares. En concreto, en algunas
series es la segunda causa de reingreso (un 10% del total de los mismos), por detras
del empiema pleural”™. La mortalidad de una FBP perioperatoria tras una reseccion
pulmonar mayor, esté acompafiado o no de empiema de la cavidad es alta, desde un
27,2% hasta un 50% segin las series****®®  Esta variabilidad depende de la
etiologia, la técnica quirtrgica, la experiencia del cirujano®”®° y de las condiciones
del paciente, ya que la incidencia de FBP es menor cuanto mejor sean las condiciones
del paciente y es mayor en las neumonectomias (4,5-20%) que en las lobectomias
(0.5%)%°. Ademas hay que afiadir que si el paciente requiere una intervencion
quirdrgica de urgencia para resolver la FBP, se estima que ello incrementa el riesgo
de fallecimiento en un 10% més’*.

A pesar de que en la practica clinica y de forma preventiva y en algunas
ocasiones con base empirica, los cirujanos realizan coberturas del mufién bronquial
con colgajos musculares pediculados en pacientes con alto riesgo como los sometidos
a terapia neoadyuvante, para proteger al mufion bronquial de la isquemia adicional y
la necrosis*’ o con otros materiales descritos como la pleura, la grasa pericardica y
algunos sellantes biolégicos de uso comercial como el Tisuscol® o Bioglue®, ninguno
de los tratamientos ha demostrado ser optimo y eficaz para prevenir la FBP.

Como ya hemos comentado el mejor tratamiento de la FBP es su prevencion.
Una lesion que altera la continuidad de la superficie de un tejido desencadena diversas
reacciones celulares y mecanismos de reparacion. Para restablecer la integridad del
area lesionada se cuenta con diversos procesos de accion simultdnea conocidos como
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fases de la reparacion. Las fases identificadas son la inflamatoria, la proliferativa y la
de remodelacion tisular®®?%®, Los distintos mecanismos que se producen en
momentos diferentes provocan la liberacion de sefiales quimicas, que sirven para
modular ordenadamente la migracion, proliferacion y diferenciacion de las células, asi
como las sintesis y degradacion de las proteinas de la matriz extracelular (MEC).
Estas no tienen limites estrictos en el tiempo y generan como resultado un tejido con
caracteristicas similares, pero no idénticas, al tejido ileso?%2?**.

Qué ocurre con el mufidn bronquial remanente tras una reseccioén pulmonar y
que mecanismos moleculares estan implicados en las fases de reparacién del mismo
es algo que aun no se conoce. El bronquio presenta sus peculiaridades en cuanto a la
respuesta a una injuria, ya que es abundante en cartilago. Al ser el cartilago avascular,
este presenta algunas modificaciones con respecto a la respuesta de los tejidos
vascularizados ante la agresion. Asi, en el cartilago hialino articular, la fase de
necrosis postraumatica es similar a la de los tejidos vascularizados, caracterizandose
por la muerte celular y la interrupcion de la matriz, en grado variable dependiendo de
la extension y la naturaleza del traumatismo. Sin embargo, la fase de inflamacion esta
ausente, ya que esta fundamentalmente mediatizada por el sistema vascular y la fase
de reparacion estard condicionada al nimero de células capaces de responder al
traumatismo. Es asi que nos encontramos con numerosos estudios®® #*° que muestran
la relativa incapacidad de respuesta del cartilago articular al traumatismo, y su escasa
capacidad de regeneracion®®?%# donde sélo cabe demostrar un aumento temporal
de la actividad mitotica en las células cartilaginosas adyacentes a los margenes del
defecto, actividad asociada a un aumento de la sintesis celular de los componentes de
la matriz. Existe escasa informacion sobre la reparacion del cartilago bronquial a
diferencia de lo que ocurre con el cartilago articular, teniendo ambos en comun el que
pertenecen al mismo tipo de cartilago, sin embargo el bronquio es méas que cartilago,
es una estructura dindmica con multitud de tipos celulares y por tanto distintas
respuestas a la agresion. Si estds respuestas pueden ser moduladas por agentes
bioldgicos externos, tampoco se conoce.

En este sentido, la aplicacion de adhesivos biolégicos como sustitutos o
refuerzo de las suturas fue introducida en 1975 en Austria y posteriormente se han
extendido y utilizado como agentes selladores y hemostaticos en maltiples campos de
la cirugia®*®**3, Chevrel en 1990%** describié la utilizacion del adhesivo de fibrina
Tissucol® en las eventroplastias abdominales para mejorar la adherencia de la malla a
los tejidos y reducir el espacio muerto. Desde entonces el Tissucol® ha sido utilizado
ampliamente en casi todos los campos de la cirugia como la Cirugia Toréacica, para el
sellado de laceraciones de parénquima pulmonar y hemostasia quirdrgica®*>**®, dado
que forma un coagulo fisiolégico hemostatico, adhesivo e impermeable.
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Sin embargo, a pesar de los muchos estudios clinicos que se han realizado,
ninguno hasta ahora, ha valorado los fendbmenos histologicos que se producen en el
mufién bronquial cuando se aplica localmente Tissucol®, ni los cambios que puede
inducir en la expresion génica. En nuestro estudio, a nivel macroscopico observamos
que el coadgulo de fibrina sella el mufion bronquial a los 20 dias del tratamiento; sin
embargo, microscopicamente no muestra signos de proteccion del mismo ya que
induce la aparicion de necrosis de la mucosa y submucosa y no disminuye la
aparicion de necrosis de la pared, siendo en este sentido el menos eficaz de los
tratamientos valorados en nuestro estudio y por la tanto no pareceria recomendable
para prevenir la FBP. De acuerdo con ello y con los malos resultados obtenidos con
Tissucol® en el tratamiento endoscépico de FBP , descritos por Matthew y col®’, su
uso para el tratamiento endoscépico de la FBP establecida deberia desaconsejarse y
valorarse otro tipo de sellantes.

La respuesta inflamatoria del mufion bronquial observada en todos los grupos
de tratamiento, puede tener una doble lectura. Por un lado, la inflamacion es una
reaccion de la microvasculatura caracterizada por el desplazamiento de liquido y
leucocitos de la sangre hacia el compartimiento extravascular. Esta es un intento del
huésped por localizar y eliminar células metabolicamente alteradas, particulas
extrafias, 0 antigenos*®. En ésta reaccion tiene lugar una interrelacion entre muchos
tipos celulares y mediadores como citocinas, factores de crecimiento (Vegfa, TgfB-1,
entre otras) y otros tipos de moléculas como las quimioquinas. Esta fase de la
cicatrizacién es importante debido a que actlan, entre otras células, los macrofagos
que son encargados de coordinar la liberacién de citocinas y estimular muchos de los
procesos subsiguientes de la cicatrizacién de una herida. Sin la actividad de los
monocitos 0 macrdfagos, la herida evoluciona lentamente con un desbridamiento
inadecuado y una proliferacién tardia de los fibroblastos y células endoteliales?®*2%
que puede facilitar la necrosis”®?** como en el caso del Tissucol® y por otro lado, la
gran liberacion de mediadores puede actuar de forma protectora contra la necrosis
como es el caso de los grupos de PPP autélogo y ADSC.

Por otro lado, durante la Gltima década se ha desarrollado lo que hoy parece
ser una nueva opcion de tratamiento: la aplicacién en la zona a regenerar de
preparados plasmaticos. Se estan usando para mejorar la regeneracion de tejidos en
periodoncia, ortopedia, cirugia maxilofacial y cirugia plastica. Nunca antes se habia
probado ni como tratamiento de la FBP ni en su prevencién, como es nuestro caso.

El plasma rico en plaquetas (PRP) fue introducido por Whitman™ en 1997.
Se decia que a través de la activacion de las plaquetas, se liberaban factores de
crecimiento que mejorarian la regeneracién de tejido al aumentar la mitosis, la
produccién de colageno o la diferenciacion celular, cruciales en la reparacion de las
heridas. Basandose en la idea de que si pocos son buenos, muchos serdn mejor, se
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supuso que aumentando el nimero de plaquetas la regeneracion serfa mayor®®. La
literatura es contradictoria en cuanto a los resultados obtenidos y sus posibles efectos
no deseados''®#?°, Esas aparentes contradicciones son el motivo del planteamiento de
los objetivos de este trabajo y el porqué de hayamos usado PPP autélogo. En nuestro
caso, el motivo de realizar una sola centrifugacion es facilitar la traslacionalidad de
éste estudio y ser practicos en una situacion real de quiréfano. De hecho, otros autores
han obtenido plasma con una sola centrifugacion y en condiciones de centrifugacion
similares a las nuestras, como describieron Fontana y cols. (1500 rpm 15 min)®*’,
Eppley vy cols. (3200 rpm 12 min)®*®, Jensen y cols. (4000 rpm 20 min)?®. En todos
ellos ha habido un enriquecimiento plaquetario de 240%, 813% y 670%
respectivamente. Sin embargo, con nuestro protocolo encontramos disminuidos estos
recuentos plaquetarios e incrementados los niveles de IGF-1 y probablemente de
otros factores que han sido activados al momento de la centrifugacién de la sangre.

En el grupo tratado con PPP aut6logo se observO un mayor grado de
inflamacién con respecto al grupo control, sin embargo a diferencia del grupo de
Tissucol®, el PPP protegié al mufién de la aparicion de la necrosis y propicié una
distribucion difusa de la fibrosis del mufion a los 20 dias. Diversos estudios coinciden
en que la administracién en forma liquida de los GFs, especialmente cuando se
trabaja en un lecho quirdrgico abierto, favorece que estos se diluyan en el tejido y
sean atacados por proteasas que los inactiven®®?*!, Con un vehiculo apropiado, los
GFs mantendrian una concentracion ideal en el tejido para producir una estimulacion
celular adecuada. El efecto del PPP aut6logo en el lugar de administracion se
prolonga durante 5 dias, y sus efectos sobre la aceleracion de la regeneracion Gsea se
pueden observar a las 4 semanas después de su administracion'**?*2, En este sentido,
en nuestro estudio la eficacia del PPP autélogo, puede residir en la forma de
administracion usada, ya que el plasma liquido obtenido por la centrifugacion, al ser
activado con calcio se convierte en un gel donde quedan retenidos y protegidos los
GFs dentro de un coagulo de fibrina, que permite una liberacion prolongada de los
mismos y por tanto mayor tiempo de accion, lo que puede haber ayudado a que se
observen cambios regenerativos del mufion desde los 10 dias de su administracion.
Todo ello, junto alto nivel de concentracion de Igf-1 en el plasma demuestra que los

GFs no se han perdido durante la manipulacion de nuestro preparado®®.

En este sentido Igf-1 es uno de los GFs méas abundantes en el plasma y un
potente estimulante del crecimiento en casi todos los tejidos de mamiferos®®*. Esta
implicado en la regulacion del metabolismo de proteinas y ejerce potentes efectos
sobre la proliferacion y la diferenciacion de las células en la mayor parte de los
tejidos. Igf-1 sefializa a través de una compleja red intracelular de quinasas que en
Gltima instancia son las responsables de regular la proliferacion, la diferenciaciéon y
de proteger a las células frente a la apoptosis™°. Sus efectos celulares estan
influenciados por la expresion de un grupo de proteinas con capacidad para fijarlo, la
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familia de IGFBP (1-6)**°. Ademés, es crucial en la homeostasis del cartilago y se
sabe que los condrocitos de articulaciones inflamadas no muestran respuesta a este
GF?" porque producen excesivos niveles de IGFBP, que bloquean la unién de Igf-1 a
su receptor®#2*24° De hecho, en nuestro estudio, el grupo de PPP es el Gnico donde
la expresion de Igf-1 no sélo no ha descendido sino que ademas supera la de los
controles aunque no significativamente. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
pequefias variaciones en la expresion de un gen puede producir importantes cambios
biolégicos como puede ser nuestro caso. En cambio, el Tissucol® disminuye su
expresion significativamente de forma precoz, lo que puede influir en los peores
resultados mostrados por este grupo de tratamiento, teniendo en cuenta ademas que la
gran inflamacion observada en el mufién bronquial podria favorecer la expresion de
IGFBP que bloqueara sus acciones.

Aunque los primeros estudios con células madre datan de la década de los 70,
los avances realizados en los Gltimos afios han despertado el interés no sélo de la
comunidad cientifica, sino, de la sociedad en general. Las implicaciones éticas en el
uso de la célula madre embrionaria y las nuevas evidencias cientificas que
demuestran un mayor potencial de las células madre adultas que el inicialmente
esperado, han reavivado aun méas el debate sobre sus posibles aplicaciones
terapéuticas. Existen muy escasos datos en la literatura de su uso para el tratamiento
de FBP establecidos®** y hasta ahora no se han utilizado como tratamiento preventivo
de la FBP, ni se conocen sus efectos sobre la reparacion bronquial ni sus mecanismos
de accion molecular.

En modelos experimentales se ha demostrado que las ADSC son capaces de
regenerar tejidos deteriorados o lesionados como hueso, cartilago, tejido hepatico o
miocardio®??**. En nuestro estudio, al analizar los resultados obtenidos en el grupo
tratado con ADSC encontramos que macroscOpicamente se observd oclusion del
mufién bronquial de forma similar a lo que ocurre con el PPP y el Tissucol®. La
aplicacién de ADSC sobre el mufion protege al mufion de la FBP puesto que evita la
aparicion de ulceras y de necrosis a nivel microscépico. Ambos son factores
importantes a tener en cuenta como desencadenantes de FBP ya que se ha observado
necrosis de la pared bronquial en las FBP que tienen lugar tras una reseccién
pulmonar®®. De hecho, Shields®*® observé un aumento en la incidencia de FBP en
pacientes con tuberculosis, debido a una ulceracion de la pared bronquial secundaria a
cavidades e infecciones necrotizantes y también por necrosis del mufidn tras una
reseccion pulmonar. Pomerantz?*® corroboré estos resultados, pues describié una
incidencia de FBP del 10.5% después de una reseccion pulmonar en 85 pacientes con
tuberculosis multiresistente (MDR).
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Hasta ahora las ADSC que se han utilizado de forma terapéutica son
administradas en la mayoria de los casos, inmersas en algin vehiculo como
Tissucol®*"2% En nuestro caso, la efectividad del tratamiento obtenido mediante la
administracion directa sobre el mufion indica que las mismas poseen una adhesividad
tisular importante. Ademas, la presencia de células gigantes multinucleadas inmersas
en el espesor de la pared del mufion bronquial tratado con ADSC, que no se han
observado en los grupos de Tissucol® y plasma, indica la capacidad de proliferacion,
migracion y diferenciacion de las ADSC en el mufion bronquial. Estas especiales
caracteristicas intrinsecas de las ADSC hacen que la adicion de las mismas al
Tissucol® revierta los efectos negativos de esta selllante biolégico sobre el mufién
bronquial y hace que la combinacién se comporte de la misma forma que la
aplicacion de las ADSC aisladas, protegiendo al mufién de una posible FBP.

En teoria, la instilacion “in situ” de ADSC evitaria el tiempo de reabsorcién
necesario del vehiculo con el que se administran y disminuiria el tiempo de
reclutamiento celular y por ende, aceleraria los mecanismos bioquimicos relacionados
con la reparacion del tejido. Urist?*®*° describié hace unos afios que las ADSC
podian ser usadas como células progenitoras de condrocitos para la reparacion de
cartilago basandose en la estimulacion del contacto de célula a célula o por medio de
factores de crecimiento como Tgf y BMP-2. En este sentido, en nuestro estudio la
aplicacién de ADSC indujo en el mufidon bronquial la expresion de Col2al y Tgf-Bl.
El Tgf-B es uno de los factores mas importantes implicados en la regeneracion y es
secretado por las células mesenquimales®****®8. Sus efectos dependen de su fuente de
produccion, de la dosis aplicada y del ambiente que lo rodee®®*. Una de las principales
funciones de Tgf-p es minimizar los fendmenos inflamatorios, ya que presentan una
potente accion antiinflamatoria. De hecho, se ha descrito la propiedad antiinflamatoria
de las ADSC???** como una caracteristica intrinseca de las mismas. Por lo que la
disminucion de la expresion de Tgf-B1 puede ser responsable del gran grado de
inflamacién que produce la aplicacion de ADSC en el mufién bronquial.

Vegf, es el mayor regulador tanto in vitro como in vivo de la angiogénesis
durante diversos procesos fisiopatoldgicos, como pueden ser el desarrollo
embrioldgico o la curacion de las heridas. En nuestro estudio, hemos observado una
disminucion en su expresion a los 20 dias en el tratamiento con ADSC que puede
indicar que las fases de reparacion inducidas por ellas se encuentran en etapas mas
avanzadas de la cicatrizacion que en las inducidas por los otros sellantes biologicos.

Es probable que la accion reparadora de las ADSC esté relacionada con la
induccidon de la produccion de células diferenciadas especializadas en la reposicién
del tejido dafiado. Por el contrario, los efectos del Igf-1 suelen ser mitéticos o
proliferativos y no debe extrafiarnos encontrar un incremento de la actividad de
células diferenciadas (procedentes de las ADSC) asociada a una disminucion
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de estimulos mitéticos ya que, raramenente, los fendmenos de diferenciacion y
proliferacion (mitogénesis) celulares coexisten o se manifiestan al mismo tiempo en
un célula, lo que podria explicar los bajos niveles de expresion de Igf-1 observados en
nuestro estudio.

La comprensién molecular de la diferenciacion del cartilago ha mejorado
durante la ultima década. Los factores de transcripcion promueven la condrogénesis y
el mantenimiento del fenotipo del condrocito. En este sentido Sox5, Sox6 y Sox9 han
sido identificados como esenciales para la diferenciacion del condrocito, formacién
del cartilago y ha mejorado nuestra comprension de los eventos moleculares que
suceden durante en ella®®. Se sabe que Sox5 es un factor de transcripcién que
controla la diferenciacion de las células mesenquimales en condrocitos®®®, aunque la
mayoria de los factores de transcripcién y sus vias para la diferenciacion y
maduracién de los condrocitos aln no estdn claras®®®. En nuestro caso, la
sobreexpresion de Sox 6 puede estar implicada en la diferenciacion de las ADSC
hacia las lineas celulares mesenquimales que protegen al mufion bronquial de la FBP.

Por otro lado, los condrocitos son los encargados de regular la composicién de
la MEC, la que a su vez proporciona a estas células las condiciones necesarias para
sus funciones®’. La MEC del cartilago contiene basicamente agua, colageno y
proteoglicanos. El colageno predominante en el cartilago es el tipo Il, que es un
homopolimero de tres cadenas denominadas alfa 1°°® y entre los proteoglicanos de la
MEC del cartilago articular, el Agc-1 se encuentra en mayor cantidad®®, siendo Agc-
1 la parte esencial de la MEC que proporciona al tejido cartilaginoso la propiedad de
amortiguacion. La actividad proteolitica en el cartilago se ha relacionado con la
actividad de metaloproteinasas (MMPS), junto a la expresion constitutiva y actividad
de una familia de proteasas (ADAMTS o0 agrecanasas). En relacién a nuestros
resultados, el aumento en la expresion de Agc-1 en el grupo de ADSC podria estar
relacionado con un incremento de la actividad proteolitica temprana que facilitaria la
migracion y proliferacion de las ADSC en el tejido conectivo de la pared del mufidn
bronquial.

Por ultimo, el incremento de los niveles de expresion de los genes Col2al, y
del factor de transcripcion Sox6 y la disminucion de TgfB-1 en el mufion bronquial
corrobora los hallazgos descritos de que estos genes estan involucrados en la
inflamacion y en la condrogénesis. Hasta ahora no se habia determinado su expresion
en el mufion bronquial después de una reseccion de pulmén. Estos genes podrian ser
analizados como potenciales biomarcadores de reparacién del mufion bronquial en los
pacientes neumonectomizados durante su seguimiento mediante biopsias
endoscopicas, lo que podria ayudar a identificar si el proceso de reparacion del
mufion esta activo o por el contrario podria evolucionar hacia la fistulizacién por lo
que deberia ser tratado de forma precoz.
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Finalmente, podemos concluir que en general el tratamiento preventivo del
mufidn bronquial con productos bioldgicos puede ser preferible a la evolucion natural
de reparacion del mismo tras una reseccion pulmonar. De los cuatros tratamientos
valorados en nuestro estudio el menos recomendable es el Tissucol®, mientras que el
PPP autélogo y las ADSC aisladas o con Tissucol® han demostrado eficacia para
proteger al mufion de una posible FBP. La expresion de los genes identificados en
nuestro analisis necesita aun otros estudios complementarios para confirmar o no su
papel dentro de la fisiopatologia de regeneracion del mufién bronquial inducido por
estos sellantes bioldgicos y su posible papel como biomarcadores de reparacion del
mismo. Desde el punto de vista traslacional, el tratamiento del mufién bronquial tras
una reseccion pulmonar con PPP autdlogo es un proceso de facil realizacion,
econodmico y disponible en todos los hospitales, mientras que el de ADSC es mas
costoso, sofisticado técnicamente y por lo tanto sélo disponible en sitios de
referencia, aunque ambos son eficaces para proteger al mufién bronquial y podrian
reducir significativamente la aparicion y la morbi-mortalidad de los paciente afectos
de una FBP postquirurgica. Esta tésis doctoral es la base de nuevos estudios
experimentales con los que estamos valorando el efecto a largo plazo de estos
sellantes bioldgicos y del inicio de los ensayos clinicos.
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10

“Los hallazgos histolégicos demostraron que el tratamiento del mufion
bronquial tras una neumonectomia con sellantes biologicos induce un
mayor grado de inflamacion y lo protege de la apariciéon de necrosis. Ello
indica que de forma general, es preferible proteger al mufion bronquial con
sellantes bioldgicos tras una reseccion pulmonar para evitar la aparicion de
una FBP”,

20

“Los hallazgos histolégicos demostraron que el tratamiento con Tissucol®
induce la aparicién precoz de necrosis y menor grado de fibrosis del mufion.
Estos hallazgos unidos al coste del producto hacen que probablemente,
desde un punto de vista traslacional, sea el menos apropiado de los
tratamientos bioldgicos empleados para prevenir la aparicién de FBP y que
su uso en el tratamiento endoscopico de la FBP establecida deberia
evitarse”’.

30

“Los hallazgos histologicos demostraron que el tratamiento con PPP
autologo protege al mufion bronquial de la aparicion de necrosis, lo que
evitaria la aparicion de FPB. Su facil obtenciobn y procesamiento,
aplicacion, bajo coste y escaso riesgo, dado que es autologo, le confiere las
caracteristicas adecuadas para valorar su uso en humanos”.

40

“Los hallazgos histolégicos demostraron que el tratamiento con ADSC
disminuye la presencia de necrosis y ulceraciones en el mufién bronquial,
protegiéndolo de la FBP. Su adhesividad tisular, capacidad de proliferacion
y diferenciacion permiten su aplicacion directa sobre el muiidén bronquial,
incluso en una gran cavidad como la de neumonectomia sin restarle
eficacia’.
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50

“Los hallazgos histolégicos demostraron que el tratamiento combinado de
ADSC y Tissucol® protege al mufién de la FBP ya que reduce la aparicion
de necrosis y Ulceras. Las propiedades intrinsecas de las ADSC para
reparar los tejidos revierten los efectos del Tissucol® y lo convierten en una
combinacion efectiva. La dificultad tecnologica y el coste econdmico que
conlleva la extraccion y preparacion de ADSC hace que no sea un metodo
disponible en la mayoria de los hospitales y que su uso traslacional en la
actualidad esté mas restringido que el del PPP autélogo”.

60

“La concentracion de Igf-1 en el PPP aut6logo y su nivel de expresion en el
mufion bronquial indican que probablemente este factor de crecimiento esta
implicado en los beneficiosos efectos de este tratamiento bioldgico en la
prevencion de la FBP”.

70

“El tratamiento con ADSC induce significativamente cambios en la
expresion de Col2al y TgfB1l en el mufion bronquial. Muchas de las
actividades de estos genes estan intimamente relacionadas con los procesos
biolégicos de reparacion. Ademas, Tgfbl presenta una potente accion
antiinflamatoria. La disminucién en la expresion de Tgfbl podria estar
implicada en el mayor grado de inflamacion que produce su aplicacion
sobre el muiion bronquial”.

80

“El aumento de expresion Agc-1 observado en el tratamiento con ADSC,
podria estar implicada en la actividad proteolitica de la matriz extracelular
que facilitaria la migracion y proliferacion de las ADSC en el tejido
conectivo del mufién brongquial, mientras que la sobreexpresion de Sox 6,
podria estar implicada en su diferenciacion hacia las lineas celulares
mesénquimales que participan en los fendmenos de reparacion y proteccion
del muinion bronquial”.
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90

“La variacion de los niveles de expresion de los genes Col2al, Tgfb-1,
Sox6, Igfl, Vegfy Agc-1 en el mufion bronquial indica que estos genes
estan involucrados en los fendmenos de reparacion inducidos por los
sellantes bioldgicos utilizados. Desde el punto de vista traslacional,
podrian ser analizados como potenciales biomarcadores del estado de la
reparacion del mufion bronquial en los pacientes neumonectomizados
mediante biopsias endoscdpicas, lo que ayudaria a identificar si el
proceso de reparacion podria evolucionar hacia la fistulizacion y por lo
tanto, ser tratado de forma precoz. Son necesarios mas estudios que nos
ayuden a valorar su papel dentro de la fisiopatologia de la regeneracion
del mufdn bronquial inducido por estos sellantes bioldgicos”.
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