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Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOL)urea enfermedad en
auge con afectacién a nivel pulmonar y sistémicypcadiagnostico tardio retrasa su
tratamiento hasta fases avanzadas de la enfermeslashndo la muerte en la mayoria
de los casos. No existe hasta la fecha ningunntratdo que haya demostrado la
capacidad de recuperar o regenerar la funcion mamperdida por esta enfermedad.
En esta tesis se estudia la capacidad regenedslviactor de crecimiento de higado
(LGF) sobre el pulmén de un modelo animal de EP@€adollado en ratas Wistar
macho con instilacion intratraqueal de C4CElI modelo reproduce los datos
histolégicos y funcionales de la EPOC, con afeétacde la funcion pulmonar
(descenso de la capacidad inspiratoria, disterdabilpulmonar, capacidad vital forzada
y flujo espiratorio forzado) y presencia de fibeogaumento de hidroxiprolina y
elastina) y de enfisema (aumento del area intduslar y la distancia media entre las
paredes alveolares). Se administré6 LGF a una partes animales, confirmando que se
revertia la enfermedad a nivel de fibrosis y af@éta funcional, y observando una
mejora en la histologia del enfisema.

Se ha comprobado que el tabaco, principal causdatéa EPOC, genera
desajustes en el pulmon a nivel inflamatorio, dividlad oxidativa y de destruccion-
reparacion tisular, niveles intimamente relaciosaéatre si. Basandonos en estos
desajustes, comprobamos la posible actuacion dét, léiminando el exceso de
proteinas de matriz y restituyendo ésta por unaiaznabrrectamente organizada,
permitiendo de este modo un correcto funcionamidet@ulmén. Para ello valoramos
la actuacion de las metaloproteasas, MMP-2 y MMPyX-& los miofibroblastos. No se
observaron variaciones de estas proteasas ni udibidor TIMP-1, o que nos indica
que el LGF, aunque actua eliminando el excesoateipas de la matriz extracelular, lo
hace independientemente de esta via. Esta hip&tesis apoyada por el mayor nimero
de macrofagos y el bajo nivel de TNEncontrado tanto en los individuos a los que se
les administré el Cd@lcomo a los tratados con LGF.

Aunque aun debemos averiguar el mecanismo de &mtudel LGF, podemos
asegurar es que este factor de crecimiento paercefisaz en el tratamiento de la
EPOC, puesto que eliminando la fibrosis es capamejerar la funcién pulmonar en

estadios avanzados de la enfermedad.



Resumen

SUMMARY

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is@anthe increase disease
with pulmonary and systemic involvement, whose thégnosis delays the treatment to
advanced stages, being the cause of the dead.tddhdae is no treatment with probed
capacity to recover or regenerate the lost pulmohanction due to this disease. The
regenerative capacity of Liver Growth Factor (LG$=¥tudied in this thesis, on lungs of
an animal model of COPD where male Wistar rats wetatracheal instilled with
CdCk. This model shows the same histological and foneti data than COPD, with
pulmonary function affectation (reduced inspiratogpacity, compliance, forced vital
capacity and forced expiratory flow), fibrosis (ieased hydroxyproline and elastin)
and emphysema (increased alveolar internal areareah linear intercept). LGF was
only administrated to a part of the animals, shgwta capacity to reverse the disease,
at least the fibrosis and the functional affectatiand to improvehe emphysema
histology.

It is confirmed that tobacco, the main cause of OQEauses lung disordesas
different but deeply connected levels such as nmftetion, oxidative action and tissue
destruction-reparation. According to these dis@deare checked the potential role of
LGF, removing the excess of matrix proteins thartks the action of two
metalloproteases, MMP-2 and MMP-12, and replactnigyi a well-organized one, in
this case due to the myofibroblasts, which albbworrect lung function. The invariable
values of these proteases and its inhibitor TIMBHQows that LGF acts removing the
matrix proteins using a different mechanism of @ctiOn the other hand, this
hypothesis is confirmed by the great number of maltages, the main cells producers
of these proteases, and the low level of &NR both the animals with Cdg£l
administration and LGF treatment.

We still need to find outhe LGF mechanism of action, but we can assure that
this growth factor is an effective treatment to @PD, because it can improve the

pulmonary function byremoving the fibrosis in advanced stages of theads..
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ABREVIATURAS

Relacion de abreviaturas que aparecen en el tExt@lgunas ocasiones se ha

mantenido la correspondiente abreviatura o tradocn inglés, debido a su frecuente

utilizacion en el lenguaje cientifico.

cDNA
AlA
RNA
BCA
CD4+
Cl

C
COPD
CPT
CRF
CVF
EDTA
EPI-SCAN
EPOC
FEF50
GAPDH
GST
HGF
HSP-47
HYP

IC

Acido desoxirribonucleico copia
Area interna alveolar
Acido ribonucleico
Acido bicinconico
Cluster of differentiation- 4
Capacidad inspiratoria
Distensibilidad
Chronic obstructive pulmonary disease
Capacidad pulmonar total
Capacidad residual funcional
Capacidad vital forzada
Acido etilendiaminotetracético
Epidemiologic Study of COPD in Spain
Enfermedad pulmonary obstructiva crénica
Flujo expiratorio forzado al 75%
Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
Glutation-S-transferasa
Hepatocyte growth factor
Heat shock protein
Hidroxiprolina

Inspiratory Capacity

11



ICAM-1
I.p.
ITCG
KGF
LGF

Lm
MOPS
MMPs
NAC
OMS
PBS
PDGF
RT-PCR
SDS
SOD
SSC
TCA
TGF
Thy
TIMPS
TNFa
VC
VCAM-1
VR
VRE
VRI

Molécula de adhesion intercelular-1
Intraperitoneal

Isotiocianato de guanidina

Keratinocyte growth factor

Liver growth factor

Distancia media entre las paredes alveolares
Acido 3-N-morfolino propansulfénico
Metaloproteasas

N-acetilcisteina

Organizacion mundial de la salud

Tampon fosfato salino

Factor de crecimiento derivado de plaguetas
Transcriptasa inversa-reaccion en cadetam#imerasa
Dodecil sulfato sodico

Superoxido dismutasa

Cloruro y citrato sodicos
Acido tricloroacético
Factor de crecimiento transformafite
Linfocito T helper-1

Inhibidores de proteasas de tejido
Factor de necrosis tumoral
Volumen corriente
Molécula de adhesion endotelial- 1
Volumen residual
Volumen de reserva espiratoria

Volumen de reserva inspiratoria

12



Introduccion




Introduccién

ENFERMEDAD PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (EPOC)

Segun la OMS (2007), la enfermedad pulmonar otisau cronica, también
conocida como EPOC o COPD es una enfermedad camgleg designa diversas
dolencias pulmonares cronicas, que limitan el figoaire en los pulmones. Términos
tan familiares como bronquitis cronica o enfisengagedarian englobados en el
diagnéstico de la EPOC. Esta enfermedad se caracigor una progresiva limitacion
en el flujo aéreo, y esta asociada a una respindistanatoria anormal del pulmén frente
a particulas nocivas o gases, principalmente abhidertabaco.

Los sintomas mas comunes son disnea, una excessacpion de esputo y tos
cronica. Sin embargo, la EPOC no es solo la "tbfudeador”, ya que se han observado
consecuencias a nivel sistémico, comooelpulmonale y caquexia, y asociacion con un
mayor riesgo de padecer enfermedades cardiovassulasteoporosis, diabetes, etc.
(96, 59).

Se trata de una enfermedad frecuente, costosaitgbley con importantes
implicaciones en la salud. La mortalidad y preveienle esta enfermedad son dificiles
de calcular, sobre todo por fallos en el diagnésyi@l no ser considerada la principal
causa del fallecimiento de los individuos que ldguan. La EPOC cursa lentamente,
con una primera fase asintomatica, lo que dificsliadiagndstico y lo retrasa hasta
fases en las que la enfermedad es moderada o @egén estimaciones recientes de la
OMS (2007), actualmente unos 210 millones de passafren EPOC, y 3 millones de
personas fallecieron por esta causa en 2005. Esideda causa de muerte en la
actualidad y la Unica que se encuentra en aumesritradde las cinco primeras (4).
Segun datos obtenidos por el estudio EPI-SCAN @pidlogic Study of COPD in
Spain) la prevalencia de esta enfermedad en Egmaidal 10.2% en individuos entre
los 40 y los 80 afios (95). Se trata del octavo paisla mayor mortalidad por esta
causa en Europa, registrandose 18000 muertes adddi@n este pais. (94). La OMS
vaticina que la EPOC se habra convertido en leetarcausa de muerte en todo el
mundo en 2020.

14



Introduccién

Los factores de riesgo de EPOC mas importante®saiguientes (2):

El tabaco: se considera la principal causa. La prevalenciaectida en
fumadores (15%) es mayor que la encontrada en exfaras (12.8%) o no
fumadores (4.1%) (94). La mortalidad también esanay fumadores, y el
riesgo de padecer EPOC u otra enfermedad pulmenercementa con la
exposicién al tabaco, principalmente durante laagésn o la infancia.
Presencia de polvo y productos quimicos en el medboral: cuando la
exposicidbn a estas sustancias irritantes, vaporg®ieo ocupacional es
suficientemente intensa y prolongada. Se ha defectaa mayor incidencia
en agricultores, ganaderos y ciertos sectores uhnleria.

Polucién: tanto la contaminacion del aire exterior comoriote debido a
calefacciones, etc. Estudios realizados en ItaliBBUU demuestran un
mayor riesgo de padecer enfermedades respiratprides morir por esta
causa en zonas donde la contaminacion es mayor.

Estatus socioeconomicaoprincipalmente debido a malnutricién o exposicion
a sustancias nocivas.

Factores genéticospor ejemplo, la deficiencia del-antitripsina u otros
polimorfismos genéticos de enzimas implicadas extaienes de oxido-
reduccion e inflamacion (SOD, GST). También se lasociado otros
factores como la raza, el sexo o la predisposieida adiccion nicotinica
(59).

Infecciones durante la infancia e infecciones latées por adenovirus:

podrian incrementar la respuesta inflamatoria.

Se considera que las interacciones de varios @s estcanismos aumenta la

susceptibilidad a desarrollar EPOC. En un estudializado por Cottin V vy

colaboradores (8) en exfumadores, encontraron daepcia conjunta de enfisema y

fibrosis pulmonar, ademas de hipertensién pulmo@ansideraron por tanto que el

tabaco es un factor de riesgo presente en ambabgias. Ademas, ambas podrian

estar relacionadas con un desencadenante ambygmtalsceptibilidad génica, jugando

el tabaco un papel fundamental. A su vez, Danidolaboradores (13), encontraron

resultados semejantes en individuos exfumadorepyestos a compuestos nocivos en

el campo. Esta presencia conjunta de ambas pais|ogécuerda la expuesta en

15



Introduccién

articulos anteriores tras la administracion deuctode cadmio (30), compuesto habitual

en ciertos compuestos agricolas, ademas de deebt§14, 88).

En relacién a la etiopatogenia de la enfermedadajuen papel decisivo la
inflamacion provocada por el humo del tabaco. Lposicion al humo del tabaco
provoca un incremento de oxidantes y radicalesedibrque hacen aumentar la
permeabilidad del epitelio respiratorio a los agentocivos contenidos en el tabaco.
Este aumento en la permeabilidad es facilitado glodescenso de antioxidantes
naturales como el glutatién, que contiene el dpitedspiratorio y que supone una
defensa natural. Al facilitar la entrada de estgsnées nocivos, se desencadena una
respuesta inmune innata, debido al dafio directopgeeden ejercer estos toxicos y se
incrementa la inflamacién al liberarse citoquinastiyps mediadores de la inflamacion,
gue atraen a las células del sistema inmune azest A continuacién se activa la
respuesta inmune especifica, en la que graciapreesentacion del antigeno por parte
de células dendriticas y macréfagos fundamentabnese activaran linfocitos T
cooperadores (CD4+) y citotéxicos (CD8+). En passncon EPOC grave se han
detectado niveles elevados de linfocitos;, T citotoxicos y B, aun después de
desaparecer el habito tabaquico, de manera quepatpacion de la inflamacion podria
deberse a la persistencia de la respuesta inmuagtatita por los autoantigenos
liberados por el individuo (86, 74).

La inflamacion en las vias aéreas, unida a la dgoeecidbn mucosa causada por
la hiperplasia de las células caliciformes del edjpity a la remodelacion de las
pequefias vias aéreas periféricas y de los alveqlesengrosan su pared (fibrosis) y
reducen su diametro, generan la obstruccién delaérea y por lo tanto un aumento en
la resistencia al flujo aéreo. Por otro lado, tadébido a la respuesta inmune y al
descenso en el didmetro de las vias aéreas, ladaxée las paredes alveolares y del

endotelio sufren apoptosis, originando enfisem@, 89, 63, 74).

Se ha comprobado que en el desarrollo de la enflaainel tabaco puede ocasionar

desequilibrios en el pulmén a tres niveles (96):

16



Introduccién

» Actividad oxidativa-antioxidante: Tanto el tabaco como la inflamacion
presentes en la EPOC incrementan el estrés oxdairovocando la muerte
celular u oxidando antiproteasas.

» Actividad proteasa-antiproteasa: En la EPOC se ha demostrado un
desequilibrio entre la cantidad de proteasas Yparigasas, que se explicara en
el apartado de MMPs.

» Destruccion-reparacion tisular: La liberacion de numerosos mediadores
inflamatorios promueve la quimiotaxis de fibrobtsstl pulmén, los cuales se
diferencian en miofibroblastos, incrementando ladpccion de proteinas de
matriz y originando fibrosis en las pequefas viéseas. Por otro lado, el
enfisema puede considerarse como una respuestpatacion ineficaz. Cuando
la reparacién es ineficaz, aparece remodelada;dogponentes de la matriz se
desorganizan, perdiendo sus caracteristicas yodistdon anatomica originales y

provocando un cambio en las propiedades elasigdares.

Parece haber una relacion estrecha entre inflamaa@étrés oxidativo y
proteolisis, contribuyendo todos estos mecanismosemodelado, es decir a los
cambios estructurales en el pulmoén, que son emdlltérmino los causantes de la
disfuncion pulmonar (63). También parece intervenicomponente inmune, ya que se
ven incrementados los linfocitos B y T (fundamemntahte los CD8+), perpetuando la

inflamacioén y la destruccion (46).
Ademas de las alteraciones existentes en las etf@asg desde un punto de vista
patogénico, las alteraciones existentes a nivepdetnquima pulmonar engloban dos

conceptos basicos, la fibrosis pulmonar y el enfese

» Fibrosis _pulmonar. Se trata de una respuesta anormal en el proceso de

reparacion o remodelado del pulmén, tras producirsdafio en éste (99). Tras
el dafo, se produce la ruptura de la lamina basafegtacion del epitelio
alveolar, apareciendo una fase inflamatoria carnaea por la presencia de
edema, incremento de la permeabilidad e infiltrade neutrdéfilos
principalmente; y una fase de reparacion, en la dpstacan el infiltrado de
fibroblastos y la produccién masiva y depdsito dengonentes de la matriz
extracelular (79, 104).

17



Introduccién

» Enfisema pulmonar. Consiste en el agrandamiento de los espacios saéreo

distales a los bronquiolos terminales, debido delstruccion de los tejidos que
constituyen sus paredes y a la pérdida de fibrastiehs, provocando la
limitacion del flujo aéreo. Se encuentran increragas la capacidad pulmonar
residual, el volumen residual, la capacidad pulmaotl y la distensibilidad.
Este incremento de la distensibilidad puede debatsalargamiento de los
espacios aéreos 0 a otras alteraciones de lagéfi@sas, asociadas comunmente
al enfisema (fibrosis, hipertrofia del muscul@lismucus) (89, 4).

Aungue clasicamente se ha incluido en esta dedimilei ausencia de fibrosis, lo
cierto es que la destruccion coexiste con la fierde las paredes alveolares
circundantes, con un aumento neto de colagencstireda

Morfologicamente se han descrito dos tipos de emiés segun el patrén de
destruccion tisular, el enfisema centroacinar yaglacinar. En el centroacinar la
destruccién se da principalmente en la zona cedélahcino, en los bronquiolos
respiratorios y las zonas mas adyacentes del pamag afectando
fundamentalmente a los l6bulos superiores. En ehgnar, la destruccion de
los bronquiolos respiratorios o de las paredesoddves es generalizada y afecta
preferentemente a los I6bulos inferiores. Otrardifeia son las alteraciones
mecanicas, apareciendo en el panacinar un aumentdéa ddistensibilidad
pulmonar, que parece intervenir en la reduccionfldg aéreo y se relaciona
con la pérdida de retraccion elastica del parénguien el centroacinar, el
componente inflamatorio de las vias aéreas es nyagarece ser el causante de
la pérdida de flujo aéreo. La menor distensibili@adontrada se explicaria por
la afectacion de las pequefias vias aéreas menaianégfiormente (80). En los

fumadores se detectan ambos tipos de enfisemacdadp el centroacinar (63).

MODELO DE EPOC MEDIANTE ADMINISTRACION DE CdCI

El cadmio es un metal pesado con una vida medvadde que ha sido ampliamente
utilizado en la industria y se encuentra presemtia eontaminacion, el tabaco o la dieta
(51).
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El CdChL comenz6 a utilizarse en modelos animales trasoswse diversos casos de
personas que habian sobrevivido a la inhalaciéientl de elevadas concentraciones
de cadmio y habian desarrollado enfisema (88) y ¢aamprobar que esta patologia
también aparecia en trabajadores expuestos a ¢idralde cadmio durante prolongados
periodos de tiempo (14). Posteriormente cobré tuelzconocerse diversos datos de

interés, como son:

- La mayor cantidad de cadmio encontrada en paciamnisematosos, 4 veces
mayor, frente a aquellos sin enfisema o enfiseve (&1).

- La elevada cantidad de cadmio que contiene unrdigg2pug) (14).

- La mayor cantidad de cadmio que acumulan los funezden el organismo, en
comparacion con los no fumadores, y su elevadagrentia en éste.

- La correlacion existente entre la cantidad de cadmoumulada y la cantidad de

tabaco fumado (49).

Todos estos datos hicieron especular a Sniderapomdores (91) sobre la relacion

entre el cadmio inhalado a través del tabaco nfedema centroacinar del fumador.

Aunque se sabe que la extrapolacion de datos dbter@n modelos animales a
patologias humanas no siempre es posible, tambiéredo que los modelos animales
resultan de gran utilidad para probar distintaspies, campo en el que se centra nuestra
investigacién. Ademas, al tratarse la EPOC de wferrmedad de curso lento, permite
un mejor acercamiento a los mecanismos que puedéaipar en su desarrollo (68).

El modelo de CdGlpuede ser uno de los mas representativos de danesdiad
actual del fumador, utilizandose principalmenteetmstudio del papel de las células
inflamatorias en la degradacién de elastina y otcomponentes de la matriz
extracelular. Hasta la actualidad, se ha administ2dC} a distintos tipos de animales
(cobayas, ratas, ratones, etc) y mediante diveésascas (aerosolizacion, instilacion
orotraqueal e intralobar). EI Cd(de ha utilizado habitualmente para el desarralard
modelo de fibrosis o enfisema pulmonar en ratasactarizandose por un patron
funcional de descenso del volumen y la distendidi pulmonares y del flujo
espiratorio (80, 90), un incremento de las prottiala matriz extracelular, colageno y

elastina, (90, 26, 30, 25) y el alargamiento deckysacios aéreos alveolares (88, 90, 26
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80). Se trata de un modelo en el que se observasigbperibronquiolar y enfisema
centroacinar secundario.

Se ha comprobado que la lesion provocada por el Gifflie la siguiente secuencia
(30, 12):

 En los primeros dias aparecen edema e inflamacéncaracteriza por la
destruccion de la membrana basal y las célulasligbéis de tipo |, permitiendo
el infiltrado celular hacia el intersticio, infitdo compuesto principalmente por
monocitos y polimorfonucleares, que daran pasoepiosinente a fibroblastos,
macrofagos, neutrofilos y linfocitos, la prolifer@e de las células epiteliales de
tipo 1l y el engrosamiento de las células enddisia

* A patrtir del quinto dia aproximadamente, se veanmntado el mRNA de los
coladgenos tipo | y lll. Los fibroblastos son losnpipales responsables de este
aumento.

» Al séptimo dia, ya es evidente el remodelado fibogt observdndose un

descenso del volumen pulmonar.

Otros modelos animales que en mayor o menor megigeoducen el perfil

morfoldgico o patoldgico de la EPOC son:

« Modelo de bleomicina

La bleomicina es un agente antitumoral utilizadcektratamiento de distintos
tumores como el linfoma de Hodgkins (33). La adstmacion de bleomicina, al
igual que la administracion de Cd@Qlausa fibrosis pulmonar, cursando ambas del
mismo modo. No obstante, elegimos este ultimo noogel presentar rasgos de
enfisema y establecerse de manera mas rapida bleestae el modelo de
bleomicina (30)

* Modelo de exposicion a humo de tabaco

Se ha comprobado que la administracion cronicaneohde tabaco en animales
reproduce muchas de las caracteristicas de la EC@imanos, principalmente a
nivel de morfologia e inflamacion, presentando aeestrés oxidativo y afectacion

sistémica. Sin embargo, no todos los animales pargmesentar la misma
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sensibilidad, resultando mas susceptibles cobayasrias cepas de ratones como
los AKR/J, mientras que las ratas son bastantsteetes (68).
* Irradiacion

Aunque los efectos son persistentes, las dosisgban utilizado son diferentes
y presenta el inconveniente de la manipulacion ahim

* Modelos transgénicos

Se han utilizado tanto en el estudio del enfiseroacc en el de fibrosis.
Destacan el raténight skin, que presenta fallo en el ensamblaje de las fibras
elasticas, el ratorpallid, con déficit deal-antitripsina y otros con déficit de
colagenasas, PDGF, etc. Los animales son tembok out como knock in vy

presentan el inconveniente de que son dificilesotiseguir y de cruzar (58).

MECANICA PULMONAR

Volumenes y capacidades pulmonares

Considerando la respiracion normal y la forzadalepwos subdividir el volumen

pulmonar total en (62):

- Volumen corriente (VC): Es el volumen inspirado y espirado durante la
respiracion normal.

- Volumen de reserva inspiratoria (VRI): Maximo volumen que puede ser
adquirido como consecuencia de una inspiraciorattaz

- Volumen de reserva espiratoria (VRE): Maximo volumen que puede ser
exhalado como consecuencia de una espiracion fmrzad

- Volumen residual (VR): Volumen de aire que no puede ser espirado, ni

realizando una espiracion forzada.

Las capacidades pulmonares que resultan de gtatadten las pruebas de funcion

pulmonar son:

- Capacidad inspiratoria (Cl): Volumen maximo de aire inspirado partiendo de

la capacidad residual funcional.
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- Capacidad residual funcional (CRF): Volumen pulmonar que queda al final
de la espiracién normal, es decir, a volumen catgiedurante la respiracion
espontanea o tranquila.

- Capacidad pulmonar total (CPT): Volumen total maximo del pulmon, que
resulta de sumar la capacidad inspiratoria y lacaad residual funcional.

- Capacidad vital forzada (CVF): Volumen obtenido tras espiracion forzada,
partiendo de la capacidad pulmonar total.

T A A T
VRI

i T Cl

VC CVF

T l 1 CPT
VRE

* CRF |
VR

J v v

Figura 1: Representacion de los volumenes y capacidadesopahesVC: Volumen
corriente, VRI: Volumen de reserva inspiratoria, B/R/olumen de reserva espiratoria, \
Volumen residual,Cl: Capacidad inspiratoria, CRF: Capacidad residuational, CPT
Capacidad pulmonar total, CVF: Capacidad vital ddez

Relacion presidon/volumen: distensibilidad pulmonar

El pulmon aumenta de volumen en respuesta a usgprée distension (42). Se
define como distensibilidad pulmonar |G la relacion entre el incremento de volumen
y el de presién. Se corresponde con la maxima petalide la curva (figura 2),
generalmente en la zona correspondiente a la CRF.

El pulmon se compone principalmente de fibras ieldsty de colageno.
Mientras que las fibras elasticas participan ediséensibilidad pulmonar, las fibras de

coldgeno participan impidiendo que siga aumentagldeolumen y se produzca la
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ruptura del tejido pulmonar, una vez que el pulreérha distendido y los volimenes
son elevados. El surfactante pulmonar también juegpapel importante, ya que es la
pelicula liquida que recubre los alveolos y represda mitad de la fuerzas de

retraccion pulmonar (57, 79).

Volumen

(mi)

Espiraciol

AV
Inspiracior

AP

Presion (cm KO)

Figura 2: Curva de presiomelumen pulmonar (izquierda). Ampliacion de la zoeamaximé
pendiente de la curva presién-volumen y represémtate la relacion entre el volumengy |

presion pulmonar (distensibilidad).

MORFOMETRIA PULMONAR

Las técnicas morfométricas permiten el estudio pkelénquima pulmonar,
facilitandonos la valoracion de la lesién y estabtesu correlacion con parametros
funcionales.

Se define como \, a la variable que nos permite conocer la distanczaia
entre las paredes alveolares.

La Ly y el area interna alveolar (AIA) son variables gpeporcionan
informacion sobre el agrandamiento de los espaeé®®os y son directamente

proporcionales al grado de enfisema.

LA MATRIZ EXTRACELULAR EN EL PULMON

El tejido conectivo supone el 25% de la masa déhgn adulto humano. La
matriz extracelular del pulmén esta compuesta cjpaimente por colageno (60-70%),
elastina (20-30%), glucosaminoglucanos y fibromect{79, 101). El colageno y la
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elastina son elementos estructurales, la elastita &n la distensibilidad pulmonar que
tiene lugar durante la respiracion normal y el gefé limitando el volumen pulmonar;
el resto de proteinas, como la fibronectina y thairie, participan en la modulacion de
los procesos que tienen lugar en la matriz, actwaimino sustrato para facilitar el
desplazamiento del infiltrado celular durante kEpreesta inflamatoria (57, 79).

En la matriz extracelular también existen factatescrecimiento, proteasas e
inhibidores de proteasas, entre otras enzimas.

La matriz extracelular esta por tanto implicada eénmantenimiento de la

integridad estructural y en la modulacién de lactan pulmonar.

» Coldgeno pulmonar

El colageno es una proteina constituida por 3 asleolipeptidicas formando
una triple hélice, con zonas ricas en la secudalyiaX-Y, donde “X” e “Y” pueden ser
prolina o hidroxiprolina. El 20% de los aminoacidas hidroxiprolina (34, 27).

Encontramos 3 categorias de colagenos: fibrilarfiodlar y de bajo peso
molecular. En el pulmon los mas importantes sorfilbbgares (tipo I, 11, Ill, V y XI),
gue son los encargados del soporte estructuraejitd pulmonar. El colageno tipo | es
el principal componente del tejido conectivo pulmgrseguido por el colageno tipo lll.
Ambos son sintetizados por fibroblastos, célulassatediales y endoteliales. El

colageno tipo 1V, por su parte, es el principal pomente de la lamina basal.

> Elastina pulmonar

Las fibras elasticas estan presentes en corazémppuvasos arteriales y piel.
Destacan la elastina y microfibras, como la fibali

La elastina predomina en pleura, septos alveolgreparedes de vasos
sanguineos y vias aéreas. Es una proteina insofobheada en un 44% por
aminoacidos hidrofébicos. Se sintetiza como unysgr soluble, tropoelastina, a partir
de un dnico gen, sufriendo un procesamiento aligmmpara dar las distintas isoformas
de tropoelastina (101).
Las fibras elasticas son estructuras muy estabésponsables de la capacidad de

retraccion elastica del pulmon.
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> Otras proteinas de matriz

Los proteoglucanos son moléculas de alto peso mlalegs componentes
integrales de la membrana.

Las fibronectinas son glucoproteinas presentedammp y tejido conectivo. La
fibronectina celular es secretada en el pulménfipooblastos o células epiteliales en
respuesta al dafo.

La laminina es una glucoproteina asociada a otoosponentes de la matriz
extracelular, como colageno tipo IV y proteoglunoque se encuentra

mayoritariamente en la lamina basal (79).

Comportamiento de la matriz extracelular tras una aresion pulmonar

Como ya hemos dicho, la matriz juega un papel pdmben el mantenimiento
de la estructura pulmonar y la modulacion de laifum celular. Tras una agresion, la
organizacion del tejido pulmonar se ve afectadareggpendo un proceso de ruptura de
la lamina basal, proliferacion de fibroblastos, auto en el depdsito de componentes
de la matriz extracelular y por tanto, alteraciarsa composicion (figura 3). Todo esto
provoca un aumento en el peso del pulmén, debidaleia originado por el aumento
de la permeabilidad vascular y la entrada de cluilamatorias, como neutrofilos.
Esta seria la fase aguda o inflamatoria, que pecadd fase reparadora, caracterizada

por la infiltracion de monocitos, reorganizacionl ditersticio y de los espacios

alveolares.
PULMON SANO PULMON DANADO
0000000 -° o000 000
Lamina basa
% Matriz [y %
% &Fibroblas@os extracelula % B & &
F——— LA}
NADDODDOD vV Ry @y

Endotelio .ioi. [ .i.|.

Figura 3: Representacion del tejido pulmonar antes y desgaésufrir una lesion. Tras
dafio aparece ruptura de la lamina basal e infitrgd proliferacion de fibroblasto:
incrementando el depdsito de las proteinas de anatalterando la arquitectura normal

pulmon.
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El factor de crecimiento de higado (LGREieer Growth Factor) es un mitégeno
hepatico que presenta actividad tamteivo comoin vitro. Este factor de crecimiento
fue purificado por el grupo del doctor Diaz-Gil ehafio 1986 (15), demostrando
posteriormente mediante experimentos quimicos eumodgicos, que el LGF es un
complejo albumina-bilirrubina (16,17). Hasta ahalal .GF se ha utilizado en diversos

experimentos tantm vivo comoin vitro:

* En un modelo de cirrosis pulmonar inducida poratdtruro de carbono
(CCly), la inyeccion de LGF hizo disminuir notablemel@ecumulacion de
los componentes de la matriz extracelular (colagsgnoreticulina),
restaurando las enzimas séricas, la integridad dequitectura del higado y
el tejido necrosado, reduciendo los abscesos yrargo la hemodinamica
(20).

* Ademas, se ha demostrado que el LGF estimula l#@én de TNFe en
células endoteliales en cultivo, pero no estim@AM-1 6 VCAM-1. Este
incremento en la secrecion de TMFes el responsable de la actividad
mitogénica del LGF (21).

e También se ha demostrado que el LGF es capaz ahindis la fibrosis de
la arteria carétida (reduciendo el colageno dedkeg de la misma en un
50% tras dos semanas de tratamiento, produciend® sustancial
regeneracion de la pared arterial, disminuyend@rksion sanguinea y
mejorando la funcion vascular en un modelo de fafzertensas (93).

» Por otro lado, el LGF también fue capaz de estimokbotones terminales
dopaminérgicos, restaurando parcialmente la funmiétora en un modelo
de Parkinson en ratas (77). También estimula larogémesis y la
movilizacion de neuronas (36).

» Estudios recientes han descrito la actividadfibrdtica del LGF en el
conducto biliar ligado de ratas, en el cual producealescenso significativo
de la acumulacion de la matriz extracelular y recapa funcion hepatica, a
la vez que provoca el descenso de factores clavel elesarrollo de la
fibrosis, tales como el TGE{22).
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Ademas del LGF empleado en este estudio, purificedsuero de ratas, el LGF
también ha sido purificado de suero de pacientashepatitis (18), comprobando que
en ambos casos su estructura quimica y actividadnsy similares.

El LGF, como ya se ha mencionado previamente, esoamplejo albumina-
bilirrubina con una peso molecular de 64000 kD ,(Xfi)e resulta indetectable en
condiciones normales y se ve aumentado en el s@srdafio hepatico.

Presenta una dosis efectiva menor que otros facttdecrecimiento, llegando a
ser eficaz a nivel de microgramos (19, 21). No sdiiiere de otros factores de
crecimiento a nivel de dosis efectiva, si no quebign parece presentar una via de
accion diferente. A este nivel, podemos decir gubascomprobado su actividad como
antioxidante (98, 106), estimulando la mitosis lkegluia TNFe (21) o disminuyendo la

cantidad de proteasas y los mediadores de fib{@3)s

MMPs Y TIMPS

Las metaloproteasas de la matriz (MMPSs) son enzomasdegradan la matriz
extracelular en condiciones fisiologicas y patatégi La mayoria son enzimas
extracelulares, aunque algunas estan unidas antdorapa (MT1-MMP) o actuan en el
interior celular (MMP-2) (66). Su actividad estgutada a 3 niveles: transcripcional, de
activacion del proenzima y a través de inhibidgpes se unen a ellas. (6)

Son endopeptidasas de 28-92 kD con elementos &stles y funcionales

semejantes. Presentan diferentes dominios (60):

* Propéptido: se pierde en la activacion, Presenta un residugisteina que
bloguea la union del sustrato al centro activo, ter@iendo la proteasa en estado
inactivo.

« Centro catalitico: posee un dominio de unién a %?ny C&* y dominios
semejantes a las proteinas de matriz que actlan sastratos.

» Extremo carboxilo terminal: no existe en todas la metaloproteasas (Ej. MMP-
7). Es semejante a la familia hemopexina y medimteraccion de algunas
metaloproteasas con el colageno (Ej. colagenasasrgmalisina). Es la regiéon
gue se une a los inhibidores para su inactivaciéenyel caso de MMP-2
interviene en la activacién cuando la proteasamnesientra unida a la célula,

interaccionando con el TIMP-2 cuando esta en estagowoenzima.
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Son producidas por células del tejido conectiv@éiplas hematopoyéticas, al igual

gue sus inhibidores tisulares.

SUBGRUPO MMP FUENTE SUSTRATO
COLAGENASAS MMP-1, MMP-8, Tejido conectivo, Colageno I, II, 1lI
MMP-13 neutréfilos
GELATINASAS MMP-2, MMP-9 Monaocitos, Colageno IV, V,
macrofagos, VII, X; colagenos |,
miofibroblastos, II, 1l degradados;
neutrofilos Elastina; gelatina
ESTROMALISINAS MMP-3, MMP-10, Monocitos, Proteoglucanos,
MMP-11 macroéfagos, célulaslaminina, MMP-9,

del tejido conectivo colagenasas

ELASTASAS MMP-12 Macréfagos Elastina,
fibronectina
MATRILISINA MMP-7 Monocitos Proteoglucanos,
MMP-9, colageno
, II, 1ll, elastina
DE MEMBRANA MT1-MMP, MT2- Colageno |, 1, 1,
MMP, MT3-MMP, MMP-2, elastina,
MT4-MMP fibronectina,
laminina

Tabla 1: Clasificacion de las principales metaloproteasamcidas segln su estructura.

Son dificiles de extraer mediante detergentes,bfgeente por su unién a
proteinas de matriz. En condiciones normales guisentes en bajas concentraciones
en el tejido adulto (1-1Qg/g tejido hiumedo), lo que dificulta su cuantifidac(105).

Las proteasas pueden ser inducidas por citoquirfastgres de crecimiento. A
continuacion se muestran algunos factores que hao@entar o disminuir el nUmero
de proteasas (61, 105):
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Estimuladores de MMPs Inhibidores de MMPs

Agentes fisicos TGF-p

Agentes quimicos solubles: ésteres qié\cido retinoico

forbol, oxigeno reactivo, colagen¢ Glucocorticoides

desnaturalizado, metales, componentdsu,- macroglobulina (en suero)

con mercurio... Inhibidores tisulares (TIMPS)
Adhesion célula-célula o célula-matriZ Inhibidores sintéticos (batimastat, etc)
extracelular

Enzimas y factores de crecimiento
EGF, FGFb, plasmina

Tabla 2: Clasificacion de agentes que estimulan o inhibgréduccion de metaloproteasas.

Las metaloproteasas intervienen en procesos boa$gcomo el desarrollo
embrionario, morfogénesis, angiogénesis, apoptoisi®, del endometrio y del foliculo
piloso, 0 en el remodelado 6seo (61), aunque tang@éecen participar en procesos de
cicatrizacion, remodelado y reparacion (66). Se obaervado un incremento de
metaloproteasas en circunstancias de dafo pulragodo, durante la fase inflamatoria,
en enfermedades como la EPOC (47). Durante lafiftagdica el nUmero de proteasas
se ve disminuido (70).

Las MMPs, ademas de patrticipar en el remodelada detriz y la rotura de la lamina
basal, también intervienen en la activacion o beEm de mediadores como el TNR-
factores de crecimiento, por lo que juegan un papelrtante en la proliferacion
celular, adhesion, migracion, diferenciacion, aggiesis y apoptosis (66).

El incremento de MMP-2 en la fibrosis pulmonar mitica y en modelos de fibrosis, se
ha asociado a la capacidad de esta enzima de rdanf@@nina basal, permitiendo un
mayor infiltrado de fibroblastos y miofibroblastes el espacio alveolar, y aumentando
por tanto la fibrosis (66). Aunque la MMP-9 tambiéompe la lamina basal, a
diferencia de la MMP-2, que es producida por céludoteliales, epiteliales y
fibroblastos, la MMP-9 es producida por céluladamiatorias, por lo que participa
fundamentalmente en el proceso inflamatorio en rludg@ en el remodelado (6).
También se ha encontrado un incremento de MMP& enfisema humano (11), hecho

29



Introduccién

l6gico si consideramos la elevada afinidad de @stama por la elastina y la gelatina, al
presentar un dominio tipo fibronectina Il (66).

Otra MMP importante, habitualmente ligada al emfiaees la MMP-12, que degrada la
elastina e interviene en el remodelado en enferdesdaomo la EPOC y el enfisema.
Se ha comprobado que el humo del tabaco aumemtanetro de macrofagos en el
pulmon, y se ha relacionado a éstos con la libénade MMP-12, que digiere la
elastina, actuando los péptidos liberados comoifestquimiotacticos de los monocitos
al pulmon, alimentando de esta manera el ciclo 64, La liberacion de MMP-12
principalmente por macrofagos, también provoca iterdcion de TNFe de la
superficie de estas células, estimulando este mh@dia las células endoteliales y
promoviendo la entrada del infiltrado celular ddimporfonucleares, que a su vez
liberaran proteasas, destruyendo la matriz exuare(11). También se ha comprobado

la participacion de la MMP-2 en la liberacion deFFil

Los TIMPs son proteinas de 22-30 kD que forman dejog equimolares con el
sitio activo de las MMPs. En su estructura poseemnetiduos de cisteina formando 6
puentes disulfuro, que le proporcionan estabiliflahte al pH y la temperatura.
También poseen 2 dominios de 3 lazos, cuyo plegdmies esencial para su
funcionalidad y sensibilidad a la reduccion o dkgion (60).

Se conocen 4 componentes de esta familia, de Ees;usolo el TIMP-3 esta
unido a la matriz extracelular, mientras que dioresn solubles.

Ademas de inhibir las MMPs, también se ha vistoighien la invasion celular
y la tumorigénesim vitro y la angiogénesis y la metéstasis en vivo (61).

El TIMP-1 es una glucoproteina de 30 kD que se @mica en mayor cantidad
que el resto de inhibidores tisulares, lo que itacgu cuantificacion. Sélo se une a
MMP-2 cuando se encuentra en forma activa, inactiolp. También se une a pro-
MMP-9 (47). Aparece en la zona de la lesion erasz finflamatoria y fibrética, parece
ser que porque estimula a los fibroblastos pardywmio MMP-1, que participa en la
degradacion del colageno y la re-epitelizacion; bigm estimula la produccion de
matriz extracelular por estas células, promovidadibrosis.

Por su parte, el TIMP-2 es una proteina no gluadailde 23kD, que se une a
pro-MMP-2, e interviene en su activacion, al iggae MT1-MMP. Este inhibidor se
ve incrementado en el lugar de la lesion durantéase fibrética, estimulando la

proliferacion de fibroblastos, al igual que TIMREY, 70).
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Los inhibidores de proteasas también pueden paasettas funciones como estimular

la apoptosis (TIMP-3) o la supervivencia y el cn@einto celular (TIMP-2) (82).

TIPO FUENTE/LOCALIZACION SUSTRATO

TIMP-1 Macrofagos y fibroblastos. AreaJodas las MMPs excepto MT1-MMP.
fibréticas Se une a pro-MMP-9

TIMP-2 Miofibroblastos. Todas las MMPs. Se une@dMP-2

TIMP-3 Lamina elastica de vasos y septd@®das las MMPs. Se une a pro-MMP-2
alveolares y pro-MMP-9

TIMP-4 Epitelio y células plasmaticas MMP-1, 2,739. Se une a pro-MMP-

2

Tabla 3: Clasificacion de los inhibidores de metaloproteasa

Parece ser que la fibrosis tras el dafio tisuladedse al sumatorio de distintas
acciones (54, 70, 82):

» Descenso de las colagenasas, por lo que habra weytisiad de colageno al no

degradarse.

« Aumento de las gelatinasas, que provocan el iaditircelular al dafiar la lamina

basal, y hacen aumentar el colageno al incremenghrsimero de fibroblastos.

e Aumento de los TIMPs, que por un lado inhiben a N&dPs, por lo que

desciende la degradacion de la matriz extracelylgor otro estimulan a los

fibroblastos, aumentando la cantidad de colageno.

En general, predominaria un ambiente no degradajive podria relacionarse con

la conocida hipétesis proteasa-antiproteasa.

MIOFIBROBLASTOS

Si bien es de todos conocidos que las principadtdas productoras de la matriz

extracelular son los fibroblastos, cada dia seahabas de la importancia de los
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miofibroblastos como principales productores demiatriz extracelular en casos de
fibrosis y de su remodelado tras el dafio (87, Aipque no existe consenso acerca del
origen de estas células, algunos autores considgranproceden de células madre
hematopoyéticas, otros consideran que procedenadactivacion de fibroblastos
intersticiales, de la desdiferenciacion de fibmgity miocitos, o de la transicion de
células epiteliales (24, 108, 87); sobre lo queasece haber un acuerdo es sobre la
mayor expresion de alfa- actina que presentan lofbroblastos, lo que los convierte
en células con caracteristicas mixtas entre loshilastos y las células del musculo liso,
debido a la produccion masiva de colageno y la @dpd de contraccion. Los
miofibroblastos también incrementan la expresionm @&-beta, MMP- 9 y TIMPS, sin
variacion de MMP-1 6 2 (87, 75) y podrian afeetatariables funcionales al colaborar

en la contraccion del parénquima alveolar y erestédnso de la distensibilidad (75).

TNF alpha

El TNF-u es una potente citoquina inflamatoria identificada primera vez en
tumores en ratones, donde causaba necrosis. Bastenie se ha visto que participa en
la homeostasis y la fisiologia celular, estimuladdoproliferacién y diferenciacion
celulares y causando apoptosis (32).

Se ha asociado comunmente a esta citoquina cariilgado inflamatorio de diversas
enfermedades pulmonares como la fibrosis pulmoelagsma, EPOC o enfisema.
Ademas, se ha observado que en fumadores quealksaEPOC esta aumentada, por
lo que se considera que los polimorfismos en eslipgptido pueden ser clave en el
desarrollo de la enfermedad. (52, 10).

El TNF-a es producido por diferentes células, entre las destacan los
macrofagos. Del mismo modo, numerosos tipos cesllakpresan receptores para esta
citoquina, lo que provoca diferentes respuestasfueition de la dosis, via de
administracion o duracion del TNEA32).

Se han encontrado efectos antagonicos de estaiiciégogn la fibrosis, relacionandola
tanto con el incremento en la produccion de coldgemo con su descenso (31, 72,
43).
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Conociendo la actividad del LGF como antioxidantangifibrotico en otros
modelos de fibrosis, nos preguntamos si este fadtorcrecimiento seria capaz de
revertir o atenuar las lesiones pulmonares enuasla reparacion del tejido conectivo
es protagonista, lesiones como la fibrosis y eilsenfa pulmonar. El LGF es capaz de
disminuir la cantidad de colageno, reorganizarrtuigectura pulmonar, y mejorar en
altimo término la funcion pulmonar, en ratas coordsis y enfisema inducidos por

cloruro de cadmio.
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Obijetivos

El objetivo principal de este trabajo es comprahal LGF es capaz de actuar sobre
la fibrosis y el enfisema pulmonares previamentdabdscidos mediante la
administracion de cloruro de cadmio, lo que abtigigouerta al posible uso de este
factor de crecimiento como agente terapéutico &PlAQC. Con el fin de poder abordar
este objetivo general, se establecieron una serabjktivos concretos:

1. Desarrollar un modelo estable que curse conjuntrmn fibrosis y enfisema

pulmonar mediante la administracion de cloruroatinuo.

2. Comprobar si el LGF es capaz de mejorar la funpidmonar.

3. Comprobar si el LGF es capaz de actuar sobre tasib pulmonar actuando
sobre las proteinas de matriz.

4. Comprobar si el LGF es capaz de retornar a valooesiales el area interna
alveolar y la distancia media entre las paredesodves, parametros que se ven

incrementados debido al enfisema.

5. Establecer la posible via de accidon del LGF sobrereodelado tisular a través

de metaloproteasas y de la sintegiaovo de proteinas de matriz.
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1. ELABORACION DEL MODELO ANIMAL

El Comité Etico de Experimentacion Animal de la Gacion Jiménez Diaz-
Capio aprobo todas las experimentaciones realizzmasnimales. Para desarrollar
el modelo animal de fibrosis pulmonar con enfisa@atroacinar se utilizaron 42
ratas macho de raza Wistar, con un peso de 20@2308 semanas de edad. Los

grupos de estudio se distribuyeron del siguientdano

e Grupo control: Ratas instiladas orotraguealmente con 0.5 ml deosue
salino fisiolégico.

» Grupo CdCly: Instiladas orotraguealmente con 0.5 ml de una Eoiude
cloruro de cadmio al 0.025%.

e Grupo LGF: Instiladas orotraguealmente con 0.5 ml de unacgwoiude

cloruro de cadmio al 0.025% vy tratadas con LGFRapgritonealmente.

1.1. INDUCCION DE LA LESION

Antes de inducir la lesién, las ratas fueron pérmate anestesiadas con
isofluorano (ForarféAbbott).

La administracion de suero salino y cloruro de dadse realiz6 mediante
instilacion orotraqueal en una unica dosis de 0.8lensuero salino fisiologico, o bien
de una solucion de cloruro de cadmio (Sigma) %0 en suero salino.

Para la instilacion se utilizé6 un otoscopio, corfielde abrir la boca al animal y
localizar la glotis, a través de la cual se intjoduna canula en la traquea. Para
confirmar la correcta localizacion de la canulalan vias respiratorias, se acoplo la
canula a un sistema de ventilacion manual y seraérga los movimientos toracicos. A
continuacion se conecto a la canula una jeringgackr con el suero salino o la solucion
de cloruro de cadmio. Una vez inyectado el contedilla jeringa, se volvié a conectar
la canula al ventilador manual para distribuir l@jon posible la solucion por el
parénquima pulmonar. Con este mismo fin, una vérada la canula se dispuso al
animal en diferentes posiciones corporales.

Las ratas fueron vigiladas hasta su total recupBrace la anestesia y
posteriormente colocadas en sus jaulas, dondessadmministré agua y comidad

libitum hasta el momento de su estudio.

37



Materiales y métodos

1.2. CONSTATACION DE LA LESION

Para comprobar la presencia de fibrosis pulmonsatte iniciar el tratamiento
con LGF, se realizaron estudios preliminares deifumpulmonar y microscopia en 15

animales (8 controles y 7 Cafltranscurridos 35 dias de la instilacion.

1.3. ADMINISTRACION DE LGF

El LGF fue proporcionado por el grupo del Dr. Dit- del Hospital
Universitario Puerta de Hierro de Madrid, donde &isado, purificado y liofilizado,
previa comprobacion de la ausencia de otros facteecrecimiento y/o contaminantes
en la preparacion.

Una vez confirmada la presencia de fibrosis a fdias, se inicio el tratamiento
con LGF, reconstituido en salino y administrado piar intraperitoneal a las ratas, a
razon de dos inyecciones por semana, durantedmneanas. La dosis administrada fue
la estimada como Optima por el grupo que nos poi@ad el LGF, fug/rata.

Ademas de las ratas del grupo LGF, con el fin ddigoar que este factor de
crecimiento no presenta efectos negativos sobrarmsales sanos, también recibieron
el tratamiento con LGF 7 ratas del grupo contrgdqgir de ahora a este subgrupo se le
denominara como control+LGF). El resto de animales grupo control y CdGl

recibieron el mismo tratamiento, sustituyendo eFlyg&r suero salino.

L; L : (5 pg/rata; 2dosis/semana;3semanas; i-p.)
A

/
I 7/ i

J J J

INSTILACION CONFIRMACION DE LA ANALISIS FUNCIONAL,
LESION BIOQUIMICO,
MORFOMETRICO...

(n=42)
0.5 ml CdC} 0.025%

o}
0.5 ml suero salino
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2. VALORACION DEL INCREMENTO DE PESO DEL ANIMAL Y DEL PESO
DEL PULMON

Antes de iniciarse el experimento se registré sbpe los animales, proceso que se
repitié antes de realizar el estudio funcional. d3& modo se calculd la variacion del
peso de los distintos grupos para comprobar céeaiaafa administracién de cloruro de

cadmio al peso de los animales y si el LGF ejelgena accion sobre éste.

Tras la realizacion de las pruebas funcionalesxggeé el pulmon izquierdo y se
peso, con el fin de averiguar si el LGF es capanfligir sobre el incremento de peso
esperado, incremento que se debe a la inflamac@regema pulmonar que provoca la

administracion de cloruro de cadmio.

3. ESTUDIO DE LA FUNCION PULMONAR

Los distintos elementos del sistema utilizado pavaluar la funcién pulmonar se

detallan a continuacién y estan esquematizadoasdiguras 4 y 5:

» Pletismoégrafo de volumen de 1.6 litros, donde sediujo a los animales.

* Neumotacografo con una caida de presion de OHWml/s a 2 ml/s.

* Miniventilador volumétrico (Harvard 50-1718) constintas posibilidades de
volumenes y frecuencias respiratorias.

* Bomba de vacio (Emerson9 a una presion de —40 dia@e

» Transductor diferencial de presion con integrad&l() (Validyne MP 45-871)

* Transductor de presiéon (TP2) (Poch-Milla, I+D).

e Transductor de flujo y volumen con integrador (TEX)ch-Millas, 1+D).

» Convertidor analdgico digital (CAD) para transfomtes sefiales analdgicas de
los transductores de presion y del integrador dm fy volumen en sefales
digitales, transformando —10 a +10 voltios en —2842048 bytes.

e Ordenador para almacenar los datos de las cunesoprvolumen y flujo-

volumen.
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e Software para la recogida y almacenaje a tiempb deal0O00 puntos por
segundo para su posterior calculo.

» Valvulas de tres vias (V) para conectar entressdistintos aparatos del sistema.

CURVA PRESION-VOLUMEN

INTEGRADOR  jp| CAD

F-VITP3
F N
NEUMOTACOGRAFO
Ftr - =] V Vv \Y
L A A A %
VENTILADOR INTEGRADOR BOMBA DE
PRESION/TP2 VACIO

Figura 4. Esquema del sistema utilizado para la realizag&las curvas de presién-volumen
pulmonares. TP2 y TP3: transductores de presiom:@Anvertidor analdgico digital, V:

valvulas de 3 vias
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CURVA FLUJO-VOLUMEN

Validyne/TP1 »| CAD
BOMBA DE > - P B
VACIO NEUMOTACOGRAFO |« V |« k.
VENTILADOR

Figura 5. Esquema del sistema utilizado para la realizadénas curvas flujeolumen

pulmonares. TP1: transductor de presion, CAD: cditg analdgico digital, V: valvulas «
3 vias

PRUEBAS DE FUNCION PULMONAR

Antes de iniciarse el estudio, cada animal fue teseglo intraperitonealmente
con pentotal sédico (Braun) a razon de 60 mg/kget® corporal. A continuacion, se
llevd a cabo la traqueotomia, realizando una iGoigin la region cervical de la rata e
introduciendo un catéter (40 mm de longitud, 1.5 dendidmetro interno y 3 mm de
diametro externo) en la traquea. Tras depositarrata en el pletismégrafo y conectarla
a un sistema de ventilacion artificial con 4 mlw@umen y una frecuencia de 58
respiraciones por minuto, se le inyectaron intriaépeealmente 0.2 mg de bromuro de
pancuronio para paralizar la respiracion espontanea
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3.1. CALCULO DEL VOLUMEN PULMONAR

La capacidad inspiratoria (Cl) se estimdé como dluwen necesario para
alcanzar una presion de +30 cm d®Hen la via aérea. Para su calculo se desconecto a
la rata del ventilador durante unos segundos, zécalo asi su capacidad residual
funcional (CRF). A través de una jeringa se intjodaire en el pulmon, hasta alcanzar
la presion deseada, +30 cm dgOHTras repetir la maniobra tres veces para mimiz

los errores, se considerd como Cl a la media dahven insuflado.

3.2. CURVAS DE PRESION-VOLUMEN CUASIESTATICAS

Las curvas de presion-volumen nos proporcionan ramécion sobre las
propiedades elasticas del pulmon a través de tengdibilidad (€), o lo que es lo
mismo, la relacion presion-volumen del pulmon.

Para su realizacion se desconecto al animal délador hasta alcanzar su CRF.
Tras extraer el aire de los pulmones para alcasizarolumen residual, se le introdujo
con ayuda de una jeringa el volumen de aire cooretipnte a su Cl, a un flujo
aproximado de 1 ml/s. Una vez alcanzada la capdcmlimonar total (CPT) se
conectod la bomba de vacio, extrayendo el aire sigudmones a un flujo constante de
1.2 ml/s, hasta alcanzar nuevamente el VR. Durtmia la maniobra se control6 la
presion de la via aérea a través del TP2.

Cada curva fue repetida por triplicado, tomando cahstensibilidad la media
de la maxima pendiente de las curvas de presiaman espiratorias.

3.3. CURVAS DE FLUJO-VOLUMEN

Las curvas de flujo-volumen nos permiten averiglearCVF y el flujo
espiratorio forzado al 75% de la CVF.

Para realizar esta prueba se desconecté a la ehtsedtilador y una vez
alcanzada su CRF se le introdujo el volumen de @reespondiente a su Cl en el
pulmén con ayuda de una jeringa, alcanzando su @Rntinuacion, se indujo una
espiraciéon forzada con ayuda de la bomba de viaaa alcanzar el VR.

Cada curva se repitio 3 veces, estimandose como I&VWkedia de los volumenes

obtenidos desde el estado de maxima inspiracida h&sanzar el VR.
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4. EXTRACCION DEL BLOQUE CARDIO-PULMONAR

Una vez realizados los estudios funcionales, ltss riweron sacrificadas mediante
sobredosis de anestesia. A continuacion, paraesxéiabloque cardio-pulmonar, se
abrio el torax, se seccion6 el diafragma para pravcel colapso pulmonar y se
perfundieron los pulmones con suero salino a trdeda arteria pulmonar.

El pulmédn izquierdo se destind a estudios bioguisig de biologia molecular, previa
extraccion, congelado y almacenamiento a -80°Ce#\de realizar cualquier estudio, el
tejido fue pulverizado en un mortero metalico, mmente tratado y enfriado para
evitar tanto la presencia de RNAsas como el destadg del tejido.

El pulmén derecho se destind a estudios de anatoatdédgica, para lo que se conectd
a través del catéter de la traguea una columnaiarsolucion tamponada de formalina

al 10%, a una presion de 25 cm d®Hlurante 24 horas.

5. ANALISIS DE PROTEINAS

5.1. ANALISIS DE PROTEINAS DE MATRIZ MEDIANTE METOD OS
COLORIMETRICOS

5.1.1 CUANTIFICACION DE COLAGENO

La hidroxiprolina es un aminoacido que se encueptiamordialmente en el
colageno, siendo su contenido despreciable en ptodsinas, tales como el surfactante
pulmonar.

Para llevar a cabo la cuantificacion de proteiraatsizo el pulmon izquierdo.
Con ayuda de un mortero especialmente disefiadaohserigo el tejido y se almacend a
-80°C para su posterior andlisis. Todo el procese fealizado respetando la
temperatura de -80°C, por lo que se enfrié previgenel material utilizado a -80°C y se
utilizé nitrogeno liquido.

Para la cuantificacion del colageno pulmonar deatun método colorimétrico
(76) cuya fiabilidad y reproducibilidad ha sido iomada. En primer lugar, se realizd
una digestion acida de 30 mg de tejido pulverizadoHCI 6N durante 24 horas a

120°C, neutralizando después la digestion con Na@dta un pH de 7. Se incubaron las
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muestras durante 20 minutos con cloramina T (Mepeka oxidar los radicales libres.
Tras afiadir acido percldrico se agregé el reactev&hrlich (Sigma) y se incub6 a 60°C
durante 20 minutos. Finalmente se leyd la absoraans60 nm.

Para realizar la curva patron se utilizaron comeemines conocidas de
hidroxiprolina (Sigma; St. Louis, USA).

Los resultados se expresaron como mg de hidroxigrgdor mg de pulmon

izquierdo.

5.1.2 CUANTIFICACION DE ELASTINA

Para cuantificar la elastina se homogenizaron 30denggjido en PBS y TCA
10% a 4°C. Tras centrifugar y aislar las proteimagrecipitado se traté6 durante 30
minutos con TCA 5% a 90°C para aislar la elastitsde segundo precipitado se incubd
con elastasa porcina pancreatica tipo Il (Sigmajpate 4 horas a 25°C, con el fin de
obtener pequefios péptidos que facilitasen su mpmstaredicion. Como meétodo
colorimétrico para la cuantificacion de esta prweise utilizO un kit comercial
denominado Pierce BCA Protein Assay (BCA, Promega).

Para realizar la curva patron se utilizo elastieadigamento de cuello bovino
(Sigma), sometida al mismo proceso de proteoliséslgs muestras y sirviendo a su vez
como control del proceso proteaolitico.

Los resultados se expresaron en mg de elastineafipados por el peso del

pulmon izquierdo.

5.2. ANALISIS DE PROTEINAS DE MATRIZ MEDIANTE NORTH ERN BLOT

5.2.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL

La extraccion del RNA total se realiz0 siguiendotéznica basada en la
utilizacion de ITCG-cloroformo-fenol en medio aci(®), con pequefas variaciones que
se detallan a continuacion.

Se resuspendid el tejido en solucion de lisis iGs@nato de guanidina 4M,
citrato sédico 25 mM pH 7, N-laurilsarcosina 0.5@p/v) y B-mercaptoetanol 0.1M).
Tras centrifugar a 3.800 r.p.m. para eliminar le@stgs celulares, se trato el
sobranadante con acetato sodico 2M pH 4.2, fenolile@do con Tris-HCI 0.1 M pH 8
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y cloroformo isoamilico 49:1 (v/v). Tras centrifuga 12.000 r.p.m., se extrajo el RNA
de la fase acuosa y se traté con isopropanol, miéntdolo a -20°C para favorecer la
precipitacion del acido nucleico. A continuacionyvieron lugar una serie de
tratamientos con etanol 70% y 100% y de centrifiogess en frio, para intentar obtener
el RNA lo mas puro posible. Finalmente, se resusigeal RNA en agua tratada con
dietilpirocarbonato 0.1%, asegurando asi la auaef&RNAsas en las muestras.

La concentracion y la pureza del RNA obtenido sderd@naron mediante
espectrofotometria a 260 y 280 nm de longitud don

5.2.2. OBTENCION DE LAS MEMBRANAS

Para la preparacion de las muestras, se resuspand@ug de RNA en una
solucion compuesta por 50% de formamida, 6% dedtatemido, MOPS 1x y bromuro
de etidio 1x. Como tampon de carga se utilizé LExO.

Se separd el RNA en un gel de agarosa (Pronadiadrid/ Espafia) al 1.3%
(p/v) en condiciones desnaturalizantes (6.7% fadetsido, MOPS 1x). Como tampoén
de electroforesis se utilizo MOPS 1x.

La transferencia del RNA a las membranas de nylBané Screen, New
England Nuclear Co, Boston, EEUU) se realizé papilaedad, utilizando como
tampdén de transferencia SSC 10x. A continuaciénfij8eel RNA a la membrana

mediante exposicion a luz ultravioleta y a cald@’)8

5.2.3. ELABORACION Y MARCAJE DE LAS SONDAS

La obtencién de las sondas para la hibridaciéreakzd mediante la técnica de
Transcripcidon Inversa y Reaccion en Cadena de lanB@sa (RT-PCR), empleando
para ello el kit comercial Access RT-PCR Systenoifiaga, Madison WI. USA).

Para la elaboracién de las sondas se partio de R\ aislado de ratas
controles y de cebadores especificos (tabla 4Jidtkes en nuestro laboratorio a partir
de las secuencias descritas en la base de dateB&dn El RNA total se transcribio a
DNA complementario (cDNA) mediante la enzima traiptasa inversa (RT) de Avian
Myeloblastosis Virus (AMV). El cDNA obtenido se ligd para la reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR) obteniendo el cDNA ampld@anediante la enzima DNA
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polimerasa termoestable Tfl, purificada @leermus flavus, cuya actividad no se ve
modificada al elevar la temperatura para inacl&aranscriptasa inversa.

El producto final de la RT-PCR se purifico siguierds instrucciones del kit comercial
Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega, Madis&/l. USA) y se
separ6é mediante electroforesis en geles de agafosgp/v).Como marcador de peso
molecular para comprobar el tamafio correcto, l@zauy concentracion de la sonda se
utiliz6 pGEM® (Promega, Madison, WI.USA) y como tampén de etdotesis TAE
1x.

El marcaje de la sonda con 10mCi/ml de3pP] dCTP (Pacisa) se realizo
mediante la técnica de random primed, utilizandkitédRandom Primed DNA Labeling
kit (Roche, IN. USA). La sonda marcada se purifitifizando el kit Wizar§ DNA
Clean-Up System (Promega, Madison, WI. USA).

Tanto en la técnica de RT-PCR como en la de randomed se utilizé un
termociclador MiniCycle (MJ Research, Watertown, MA. USA).

Para calcular el nimero de cuentas por minuto derida marcada se utilizé un
contador beta, modelo LS 6000 TA (Beckman Coulter).

Proteina Secuencia cebadores Tm  CiclodN°pb

Colageno Il  Sentido: 5" AGA TGG ATC AAG TGG ACATC 3 58°C 23 449
Antisentido: 5" TACCTT TGG CCTCTT TGT AC 3

Elastina Sentido: 5" TGT TCC TGG TGG AGT AGC AG 3° 61°C 30 432
Antisentido: 5" CTT GAT ATC CCAGGG CTCCA J

GAPDH Sentido: 5 AACCACCACGTCCTACGTAA 3 54°C 25 516
Antisentido: 5 ATACTGTTACTTATACCGATG 3

Tabla 4: Relacion de cebadores utilizados para la consttncmediante RT-PCR dias sonda

utilizadas en el Northern blot. Tm: temperatura etk fusion, n° de ciclos, n® pb: nimero de

de bases.

Las membranas se prehibridaron durante unas 4 hmasuna solucion
compuesta por 50% de formamida desionizada, 1x &dtis, 50 mM de tampdn
fosfato pH 6.5, 5x SSC, 1% SDS y 0.1 mg/ml de espate salmén desnaturalizado. A
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continuacion, se llevd a cabo la hibridacion en swucion con los mismos
componentes que la de prehibridacién y sulfatoederano al 12.5% y 1- $@pm/ml de

la sonda correspondiente, marcada y desnaturaliZdmscurridas 18 horas, se
realizaron sucesivos lavados de las membranaseasds/ concentraciones de SSC y
SDS. Finalmente, se expusieron las membranas eulaalitipo X-Omat UV (Kodak,
Francia) a -70°C para intensificar la sefal.

Una vez reveladas las autorradiografias, se demsitaron las bandas obtenidas
con el programa ImageQuant y se normalizaron Issltados con los obtenidos de la
hibridacion de las membranas con la enzima glideratio 3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH), utilizada como control de carga.

Los resultados se expresaron como porcentaje tespet valor medio del

grupo control, considerando éste como el 100%.

5.3. VALORACION DE PROTEASAS

La valoracion de proteasas se realizd mediante aifedilot. Para ello, se
extrajeron las proteinas pulmonares, homogeniz&@dmg del pulmén previamente
pulverizado en 300l de tampdn de extraccion (25 mM Hepes pH 7.4, 4 BIMTA, 25
mM Benzamidina, 1% Triton X-100, tM Leupeptina, 1uM Pepstatina y 1uM
Aprotinina). Tras mantener el homogeneizado enohidlirante 90 minutos, se
centrifug6 a 12000 r.p.m., separando la fraccitosoélica del resto del extracto celular.
La concentracién de las proteinas totales extraddasalculé colorimétricamente, con
ayuda del kit comercial Pierce BCA Protein Assa B Promega). Para la realizacion
de la curva patron se utilizo el estandar de albhérde suero bovino incluido en el kit.

Se separaron electroforéticamente (b del extracto proteico en un gel de
PAGE-SDS 13% y se transfirieron las proteinas ans@abrana de PVDF. Las uniones
inespecificas se bloquearon a 37°C durante 1 hamaerhe descremada en polvo al
10% en tampon Tris-HCI (Tris-HCI 1M pH 7.4, NaCl 9%05% Tween-20). Acto
seguido, se incubaron las membranas a 37°C dutambea con el anticuerpo primario
correspondiente (tabla 5). A continuacion, serlavdas membranas sucesivamente
con TBS y TBS-tween y se incubaron a 37°C duranthoda con el anticuerpo
secundario correspondiente marcado con peroxidasi@ seguido, se lavaron las
membranas y se revelaron mediante quimioluminisae(@ECL, Amersham). Por

altimo, se lavaron las membranas en TBS-Tween @aranar la union del anticuerpo
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y se las sometio a un nuevo proceso de bloqueccuagion con un anticuerpo
primario para tubulina, proteina utilizada comotoalrde carga.

Finalmente, se densitometraron las bandas obtenititmando el programa
ImageQuant y se normalizaron los resultados, hddlda relacion entre la proteasa
correspondiente y la tubulina.

Los resultados se expresaron como porcentaje tespelcvalor medio obtenido
para el grupo control, considerando éste como@J4l0

Anticuerpo Fuente Dilucion Proveedor
Anti-MMP-2 Conejo 1:1000 Chemicon Int.
Anti-MMP-12 Conejo 1:1000 Chemicon
Int.Anti- a-Actina Ratén 1:8000 Sigma

Anti- a-Tubulina Ratén 1:8000 Sigma

Tabla 5: Relacion de los anticuerpos utilizados para lhz@zaon del Western blot

5.4. VALORACION DE ALPHA-ACTINA

La valoracion de alpha-actina se realiz6 mediaatéétnica de Western blot,
siguiendo el mismo procedimiento explicado para Vasoracion de proteasas e

incubando con el anticuerpo correspondiente.

5.5. CUANTIFICACION DE TIMP-1

La valoracion del inhibidor de proteasas TIMP-1rasalizO mediante ELISA,
siguiendo las instrucciones indicadas en el kit @mml para TIMP-1 Quantikine®
(R&D Systems, Minneapolis, MN. USA). La absorbarfcia leida a 450 y 562 nm. Los

resultados se expresaron en pg/ml.

6. CUANTIFICACION DE TNF-ALPHA

La valoracién del factor de necrosis tumoral algfidlF-alpha) se realiz6

mediante ELISA, siguiendo las instrucciones indésaén el kit comercial para TNF-
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alpha Quantikine® (R&D Systems, Minneapolis, MN.A)SLa absorbancia fue leida a
450 y 562 nm. Los resultados se expresaron en pg/mi

7. ANALISIS MICROSCOPICO PULMONAR

El pulmoén derecho fue fijado introduciendo en éh wolucion tamponada de
formalina 10% a través de la traquea durante 2dshar una presion aérea de 25 cm de
agua, presion que asegura la apertura de los atvgaho dafa la estructura pulmonar.
A continuacion, los pulmones fueron tallados y temsneterlos a concentraciones
crecientes de etanoles y xilol, fueron incluidogarafina. Con ayuda de un microtomo
modelo HM 325 (Microm, Waldorf. Alemania) se obterndn cortes de gm de grosor,
que fueron tefildos con hematoxilina-eosina o rivjo.s

Para visualizar las imagenes se empled una videweaftheica DC 100; Leica
Microsystems; Cambridge, UK) con una resoluciorn/é2 x 582 pixels y un objetivo

0.5 x, adaptada a un microscopio (Olympus BX40adgputilizando el objetivo 10x.

7.1. VALORACION DEL _AIAY LAL

Para analizar el area interna alveolar (Al y la distancia media entre las
paredes alveolares \jl.um) en las muestras tefiidas con hematoxilina-eoseatilizé
el programa de analisis de imagenes, Leica Qwircédldulo de la |4 se basa en el

recuento microscopico del nimero de paredes alsesotpue cruza una trama de lineas

verticales y horizontales, colocada sobre la imatigitalizada del pulmén (figura 6).

Figura 6: Representacion de la,l(izquierda) y el area interna alveolar (AlA) (dera).
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7.2.CUANTIFICACION DE LA CANTIDAD DE COLAGENO MEDIA NTE
ROJO SIRIO

Mediante la utilizacion del mismo programa mencdmanteriormente, Leica
Qwin, y un adaptador que nos proporcionaba luzrizaelda al microscopio, se calculo
el contenido de colageno en las muestras tefiidasojo sirio. Para ello se comparo la
birrefringencia de las zonas ricas en colagenorespecto al tejido total de la zona
estudiada en cada campo microscoépico.

Los resultados se expresan como la media obtenéda nbedir 18 campos

microscopicos diferentes.

7.3. VALORACION DE LA RESPUESTA INFLAMATORIA PULMON AR

Con el fin de valorar la respuesta inflamatorianpadar originada tras la
instilacién de cloruro de cadmio, se analizaronc2thpos por grupo de las muestras
tefidas con hematoxilina-eosina, utilizando un gscopio optico (Olympus BX40;
Japan). El estudio se hizo con un objetivo 40x yo bda observacion de dos
observadores ciegos diferentes.

Tras confirmar que los macréfagos eran las céhlkas abundantes presentes en
los pulmones de las ratas sometidas a gd€lcuantifico la cantidad de macrofagos de
los distintos grupos de estudio mediante un mésedacuantitavio visual, basado en la
asignacion de valores desde 0 a 4 (O=ausenciardsas2=moderado; 3=abundante;
4=muy abundante), método similar al utilizado posi® y colaboradores (7).

8. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico de los radodt se utilizé el programa
Statgraphic Plus 5.1. Previamente se comprobarbor@geneidad de la varianza, asi
como la normalidad de cada variable. Las compamnasi@ntre grupos fueron hechas
mediante analisis de la varianza, ANOVA, estableiiecomo nivel de significacion
p<0.05. Se utilizaron tests de rango multiple pamalizar las diferencias entre las
medias y se calcularon las correlaciones de Pgatso

Todos los datos estan expresados como media + estandar de la media
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1. CONSTATACION DE LA LESION

Transcurridos 35 dias desde la instilacion, comgmads el estado de la lesion
mediante la valoracion de las variables funciond@xjuimicas y microscopicas. A la
vista de los resultados (tabla 6), podemos obsenvatescenso en todas las variables
funcionales estudiadas (Cl_,GCVF y FEFsy), respecto a los valores tomados como
control. También se puede apreciar un incremergoifgiativo de las proteinas de
matriz, aspecto representativo de la fibrosis pulanoque queda verificado valorando
la cantidad de colageno mediante rojo sirio. Piimal, también se observa un aumento
en las variables morfométricas (AIA W), que recuerdan al agrandamiento de los
espacios aéreos presente en el enfisema.

Con todo ello, podemos asegurar que estamos antedelo de fibrosis pulmonar
bien establecida, con rasgos de enfisema. Soleeresielo, hemos probado el efecto

del LGF como posible agente antifibrético, conirlde intentar revertir la lesion.

CONTROL CdCl,

Cl 16.3+0.6 11.5+0.7*
CL 1.3+0.07 0.8 +0.09 *
CVF 16.3+0.6 11.1+0.7%
FEF750 75.7+6.5 33.4+6.0*

HYP 1.5+0.2 3+0.6*
ELASTINA 13.8+1.4 194+26*

R. SIRIO 1.3+0.2 24+02*
AlA 5362 + 842 9616 + 842 *
Lm 513 68+3*

Tabla 6: Datos de las variables funcionales, bioquimicascroscopicas estudiada:
los 35 dias de la instilacion de CdCControl (n=8), CdGl (n=7), Cl: capacida
inspiratoria (ml), €: distensibilidad (ml/cm kD), CVF: capacidad vital forzada (rr
FEFs0: flujo espiratorio forzado al 75% de la CVF (ml/seda), HYP: hidroxi-
prolina (mg de proteina/pulmén izquierdo), elastim@g de proteina/pulm¢
izquierdo), rojo sirio (birrefringencia/total teiyi AlA: Area Interna Alveolary(m?),
Lyv: distancia media entre paredes alveolapes)( (*): Significativamente diferen
del grupo control, p< 0.05.
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No se encontraron diferencias significativas etdse animales del grupo CdCl
sacrificados a los 35 6 a los 55 dias, por lo qpdemos atrevernos a decir que la lesion
parece ser estable y que los grupos de estudib@snogéneos entre si.

2. CONFIRMACION DE LA AUSENCIA DE EFECTO NOCIVODELLG F

Con el fin de confirmar que el LGF no presentatefemegativos en los animales
sanos, se administré LGF a 7 ratas del grupo dortim se encontraron diferencias
significativas en los pardmetros funcionales, biotgeos o morfométricos valorados
(tabla 7), concluyendo que el LGF no parece teimgyum efecto nocivo en los animales

sanos, al menos al nivel pulmonar observado.

CONTROL CONTROL + LGF
Cl 16.5+0.5 16.8 +0.5
CL 1.2 +0.06 1.3+0.06
CVF 16.7 £ 0.6 16.8 +0.5
FEF75% 774+ 4.6 79.8 £ 6.4
HYP 1.4+0.2 1.6+0.3
ELASTINA 12.3+1.3 13.8+1
R. SIRIO 1.5+0.2 1.9+0.2
AIA 3981 + 1141 4154 + 551
L 46 + 2 A7 +2
A PESO 184 + 11 156 + 12 *
PESO PULMON 0.6 +0.1 0.7+0.1
mRNA COL IlI 100 + 20 153+ 17
mRNA ELASTINA 100 + 16 145 + 36
MMP-2 100 + 11 79 £19
MMP-12 100 + 24 186 + 34
a-ACTINA 100 + 21 102 + 13
TIMP-1 10457 + 588 10451 + 1720
TNF-a 0.18 +0.01 0.24 +0.02 *
MACROFAGOS 1.75+0.13 1.69 +0.20
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Tabla 7: Estudio de las diferentes estudiadas en los graposol (h=8) y control tratadt
con LGF(n=7). Cl: capacidad inspiratoria (ml), Cdistensibilidad (ml/cm kD), CVF:
capacidad vital forzada (ml), Flaf flujo espiratorio forzado al 75% de la C'
(ml/segundo) HYP: hidroxiprolina (mg de proteina/pulmén izquieydelastina (m
de proteina/pulmén izquierdo), Rojo sirio (birreffencia/total tejido)AlA: area
interna alveolar (m?), Ly: distancia media entre paredes alveolages)(A pesc
animal (g), peso pulmon izquierdo (g), mMRNA de gelédo Il y elastina (% respec
del control), metaloproteasas 2 y 12 (% respectcal@rol), a-actina (% respéc del
control), TIMP-1 (pg/ml), TNFe (pg/ml), macrofagos.(*): Significativamente
diferente del grupo control, p< 0.05.

3. VARIACION DEL PESO DE LOS ANIMALES Y PESO PULMONAR

Los resultados obtenidos en relacidon a la variadénpeso de los animales
confirman estudios previos, en los que se obsanvaenor incremento de peso en los
animales a los que se les administr6 cloruro den@adEste menor incremento persiste
en los animales tratados con LGF (tabla 8).

En relacion al peso pulmonar, se puede apreciatagupulmones de los animales
instilados con cloruro de cadmio pesan mas, ateltunadministracion de LGF este

aumento de peso, pero sin llegar a alcanzar lasaesbel grupo control.

Datos 35 dias Datos 55 dias
Control CdCl» Control CdCl, LGF
A Peso 126 + 8 89 + O 184 + 11 150+ 10 7% 146 + 10¢

animal
Peso 0.8+0.1 09+0.1 06+0,1 1+0.1% 0.8 +0.1*

pulmén

Tabla 8: Variacion del peso de los distintos grupos de éstddsde la instilacié
hasta su sacrificio a los 35 dias (grupo ContreB;CdCh n=7) o a los 55 dic
(grupo Control, n=8; Cdg| n=7; LGF, n=7). Peso del pulmén izquierdo. Di
expresados en gramos. (*): Significativamente diéx del grupo control, p< 0.05.
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4. FUNCION PULMONAR

Los datos relativos a los grupos de estudio propmendichos y sacrificados a los
55 dias quedan reflejados en la tabla 9. En ellpusele apreciar que los animales
instilados con CdGIlmuestran un descenso significativo en la G|, @/F y FEFsy en
relaciéon con el grupo control. También se puedeprobar que la administracion de
LGF conduce todas las variables a valores cercants normalidad, alcanzando

significacion estadistica en la Cl, CVF y Fekperonoenla C

CONTROL CdCl LGF
Cl 16.5+0.5 118+ 0,5* 13.6 £ 0.5
CL 1.2+0.1 0.7+0.1* 0.9+0.06 *
CVF 16.7 + 0.6 11.5+06* 13.5+0.6 *»
FEF750 774+4.6 354+42* 50.3 £4.2*

Tabla 9: Datos de las variables funcionales estudiadassa5® dias desde
instilacion de CdGl una vezcomprobado el establecimiento de la lesién. Co
(n=8), CdC} (n=7), LGF (n=7). CI: capacidad inspiratoria (m@),: distensibilidac
(ml/cm H,0), CVF: capacidad vital forzada (ml), Fi.flujo espiratoio forzado a
75% de la CVF (ml/segundo). (*): Significativameiuliéerente del grupo control, |
0.05. (M): Significativamente diferente del grupdCl, p<0.05.

5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS DE MATRIZ MEDIANTE METO _DOS
COLORIMETRICOS

Uno de los objetivos de este estudio ha sido establué ocurre con las proteinas
de matriz una vez establecida la lesion. Nos istdra saber principalmente qué ocurria
con el colageno y la elastina pulmonares, ya gndasoproteinas mas destacadas en la
matriz extracelular del pulmon y juegan un papgdontante tanto en la fibrosis como

en el enfisema pulmonar.
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Los animales instilados con cloruro de cadmio pr@se un incremento
significativo de coldgeno. El tratamiento de losimees con LGF disminuye
significativamente los niveles de colageno, en mipg previamente instilado con
CdCk.

Al igual que en el caso de el colageno, la cantitiaélastina pulmonar presente en
las ratas en las que se originé la lesion, esfgigtivamente mayor que en los animales
control. Del mismo modo, la cantidad de elastinaeskice significativamente tras el

tratamiento con LGF.

En la tabla 10 se muestran los resultados relativdss niveles de colageno y

elastina en los grupos de estudio, expresados aaifiggamos de proteina por pulmoén

izquierdo.
CONTROL CdCl, LGF
HYP 14 +£0.2 38+0.2* 3.0+0.2*
ELASTINA 12.3+1.3 216 £1.2* 165+£1.2*

Tabla 10: Cuantificacion colorimétrica de la cantidad deagano y elastina a los
dias, valorada como mg de proteina/ pulmon izqaie@bntrol (n=8), CdGl (n=7),
LGF (n=7). (*): Significativamente diferente del ugo control, p<0.05. ":
Significativamente diferente del grupo C,, p<0.05

6. ANALISIS DE PROTEINAS DE MATRIZ MEDIANTE NORTHERN B _LOT

A nivel de mRNA se aprecian diferencias significasi entre los grupos control y
CdCL a los 55 dias de estudio, en relacion al colagi¢giogura 7).

La cantidad de mRNA de elastina no se ve modifieadainguno de los grupos de
estudio ni a los 35 ni a los 55 dias (figura 8).
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Figura 7: Cambios en la expresion de mRNA de colagena ltis 35 dias (grug
Control, n=8; CdGl n=7) y a los 55 dias de la instilacion (grupo Caintn=8;
CdCh, n=7; LGF, n=7).Datos expresados como porcentaje respecto del
control. (*): Significativamente diferente del gaupontrol, p< 0.05.
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Figura 8: Cambios en la expresion de mRNA de elastifas 35 dias (gruf
Control, n=8; CdGl n=7) y a los 55 dias de la instilacion (grupo Canin=8;
CdCh, n=7; LGF, n=7)Datos expresados como porcentaje respecto del
control.
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7. VALORACION DE PROTEASAS

Los valores de proteasas, MMP-2 y MMP-12, no se redificados por la
instilaciéon de cloruro de cadmio o la administracide LGF (figuras 9 y 10). No
obstante, a los 35 dias de inducirse la lesiérecigomos un incremento significativo de
MMP-2 y MMP-12, sin embargo, este incremento neepée en los animales objeto de

estudio a los 55 dias.
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Figura 9: Cantidad de MMR2 detectada mediante western blot en los dist
grupos, a los 35dias (grupo Control, n=8; Gd6£7) y a los 55 dias de
instilacion (grupo Control, n=8; Cd{In=7; LGF, n=7)Datos expresados cor
porcentaje respecto del grupo contr@l): Significativamente diferente d
grupo control, p< 0.05.

58



Resultados

. MMP-12

@ 3507 .

'_

pd 300+ T

o)

O 250

o _ |

w200

o 150 S

O 1007 I T

% 50

L

o4 0

> C CdCl, C CdCL, LGF
<—— 35DIAS 55 DIAS

s, | < - - —
TUBULINA
oy —— ———

Figura 10: Cantidad de MMP2 detectada mediante western blot en los dist
grupos, a los 35dias (grupo Control, n=8; GdG£7) y a los 55 dias (gruj
Control, n=8; CdGl n=7; LGF, n=7) de la instilaciéiibatos expresados cor
porcentaje respecto del grupo conti@): Significativamente diferente del gru
control, p< 0.05.

8. VALORACION DE_a-ACTINA

En referencia a los niveles de-actina, tampoco se observan variaciones
significativas de los valores de esta proteinaesspal control, por lo que podemos

deducir que no se ve afectada por la administratgdecioruro de cadmio ni de LGF.
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Figura 11: Cantidad dex-actina detectada mediante western blot en losths
grupos, a los 35 dias (grupo Control, n=8; Gd6+7) y a los 55 dias de
instilacion (grupo Control, n=8; Cd§£In=7; LGF, n=7)Datos expresados cor
porcentaje respecto del grupo control.

9. CUANTIFICACION DE TIMP-1

La concentracion del inhibidor de proteasas TIMRJparece verse afectada por la
instilacién de cloruro de cadmio ni por la admirgiston de LGF, ya que no se observan
diferencias significativas en ninguno de los dasdtabla 11).

10. CUANTIFICACION DE TNF- ¢,

El factor de necrosis tumoral TNEFsi que parece verse influenciado por la
administracion de cloruro de cadmio o LGF, aparetiediferencias significativas entre
estos grupos y el grupo control (tabla 11). No arfitst, cabe destacar que a los 35 dias
no aparecen diferencias significativas entre gbgiuastilado con CdGly el control.
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Datos 35 dias Datos 55 dias
Control CdCI2 Control CdCl LGF
TIMP-1 | 12137 £ 906 10128 + 969 10457 + 588 10491 + 588 11231 + 550
TNF-a | 0.22+0.01| 0.22+0.01 0.18+0.01 0.21+0.0D®2 +0.01 %

Tabla 11: Cantidad de TIMP-1 Y TNIe- detectada mediante ELISA en
diferentes grupos, a los 35 dias (grupo Contro8; r&dCh, n=7) y 55 dias de
instilacion (grupo Control, n=8; Cd£In=7; LGF, n=7). Datos expresados en pg/ml
(*): Significativamente diferente del grupo contrpk 0.05.

11.ESTUDIO MICROSCOPICO

El andlisis morfométrico del AIA y lal pulmonares muestra un incremento
significativo de estas variables en el grupo Gd€h comparacion con el grupo control.
Tras el tratamiento con LGF, se puede observaiiges reduccion del AlA y la \,

reduccion que no llega a ser significativa (talda 1

Por otro lado, tras la instilacion con cloruro @elmio, apreciamos la presencia
de fibrosis y el agrandamiento de los espaciosoaéa los cortes pulmonares tefiidos
con hematoxilina-eosina (figura 12). También sedpuebservar en las imagenes
microscopicas que se adjuntan un menor grado desftby una reduccion en el tamafio

alveolar en el grupo tratado con LGF.

Mediante la tincidn con rojo sirio también podencosprobar que la cantidad
de colageno presente en los pulmones de los arsimakerecibieron cloruro de cadmio
es mayor que la encontrada en el grupo controladministracion de LGF, aunque
parece disminuir el colageno pulmonar, no llegicaraar los valores del grupo control
(tabla 12; figura 13).
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Control CdCl, LGF
AlA 3981 + 1141 10931 + 1056|8996 + 1056
Lm 46 + 2 69 + 2 63 + 2*
R.Sirio 15+0.2 3.1+0.2 26+0.2

Tabla 12: Resultados morfométricos y cantiddd colageno pulmonar valora
mediante rojo sirio a 55 dias de la instilaciérufgr Control, n=8; CdGJ n=7; LGF,
n=7). AlA: &rea interna alveolaruf®), Ly: distancia media entre las pare

alveolares |m), Rojo sirio (birrefringencia/total tejido)(*): Significativamente
diferente del grupo control, p< 0.

- 100pm

AA pon 3
: k."’?“ %%01’{'” A

Figura 12: Imagene de microscopia Optica de los pulmones de losograpntro

(izquierda, n=8), CdGl(centro, n=7) y LGF (derecha, n=7). Tincién de htaxilina-
e0sina(100x)

Figura 13: Cantidad de colageno presente en los grupos ¢qidguierda, n=3§
CdCkL (centro, n=7) y LGF (derecha, n=7). Imagenes deraacopiacon luz
polarizada de los pulmones tefiidos con rojo Sifi60x).
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el grupoClCohuestrauna mayor
respuesta inflamatoria que el grupo control (tal8® La administraciéon de LGF no
parece tener efecto sobre la respuesta inflamatoaateniéndose elevado el nimero de
macrofagos. Cabe destacar que no se aprecianmtif@sesignificativas en los animales
estudiados a los 35 dias, posiblemente debidoeelaada dispersion en relacion al
namero de macrofagos que muestran los datos deb grantrol a este tiempo de

estudio.
Datos 35 dias Datos 55 dias
Control CdCl» Control CdCl, LGF
MACRO
191+0.18| 2.01+0.20 1.75+0.13 2.19+0.1PM7 +0.11 %
FAGOS

Tabla 12 Numero medio de macréfagos en los distintos graples 35 dias (gruy
Control, n=8; CdGl n=7) y 55 dias de la instilacion (grupo Contrct8nCdC},
n=7; LGF, n=7). (*): Significativamente diferenteldjrupo control, p<0.05.

12. CORRELACIONES

A la vista de los resultados, podemos comprobar ejisten evidencias de la
relacion entre las variables funcionales, bioquaimioy microscopicas (tabla 14).
Debemos destacar la correlacion existente engeadb de fibrosis, evaluado mediante
rojo sirio y las variables funcionales, bioquimicgs morfométricas. Destaca
principalmente la elevada correlacion entre el eoidb de colageno, evaluado
mediante rojo sirio y lay, asi como la correlacion, en este caso negatiiee el rojo

sirio y la G (figura 14).
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ESPACIO AEREO COLAGENO ELASTINA
L v AlA Rojo Sirio HYP
-0.68 -0.69 -0.78 -0.68 -0.58
cl (0.001) | (0.001) | (0.000) | (0.001) (0.008)
CL -0.67 -0.70 -0.74 -0.70 -0.64
(0.001) | (0.001) | (0.000) | (0.001) (0.002)
CVF -0.63 -0.64 -0.74 -0.70 -0.66
(0.003) | (0.003) | (0.000) | (0.001) (0.002)
FEF750 -0.68 -0.63 -0.72 -0.87 -0.78
(0.001) | (0.003) | (0.000) | (0.000) (0.000)
Lm 0.83 0.79 0.73 0.49
(0.000) | (0.000) | (0.000) (0.027)
AlA 0.83 0.91 0.57 0.39
(0.000) (0.000) | (0.008) (0.089)
Rojo Sirio| 0.79 0.91 0.60 0.43
(0.000) | (0.000) (0.005) (0.061)
HYP 0.73 0.57 0.60 0.78
(0.000) | (0.008) | (0.005) (0.000)
Elastina 0.49 0.39 0.43 0.78
(0.027) | (0.089) | (0.061) | (0.000)

Tabla 14: Correlacién entre lagariables funcionales, bioquimicas y microscopia
los 55 dias (grupo Control, n=8; CdCh=7; LGF, n=7). La significacion estadist
aparece entre paréntesis.
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Figura 14: Correlacion entre la cantidad de colageno presemtel pulmon, evaluac
mediante rojo sirio y 4 (r=0.79; p=0.000) o la C(r=-0.74; p=0.000) en los grup
control (A, n=8), CdC} (m, n=7) y LGF ¢, n=7).
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A lo largo de esta tesis se muestra que el madeli@sion pulmonar inducido
con CdC} tiene dos componentes importantes. Por un ladad ektcomponente
fibrético, caracterizado por la disminucion de hariables funcionales y por el
incremento en el depdsito de proteinas de matizowo, el componente enfisematoso,
que se hace evidente en el agrandamiento alvediseneado en el analisis
morfométrico. Varios autores han descrito quebeois pulmonar inducida por CdCl
se caracteriza por el dafio funcional, incluyendaledcenso en la capacidad vital,
distensibilidad, y flujo espiratorio forzado; tam@bi se incrementa el contenido de
proteinas de la matriz pulmonar (80, 26, 25). Agirautores han relacionado al
cadmio con la aparicion de enfisema centroacin®). (&dmbas patologias estan
relacionadas con la EPOC, enfermedad mortal sitmatamiento eficaz hasta la fecha.
Se han propuesto muchos tratamientos para elidarfdrosis, sin embargo, la mayoria
de ellos han sido administrados de manera conantaial desarrollo de la lesion y por
lo tanto no son Utiles en la clinica, ya que la EP€3 una enfermedad de desarrollo
lento, que en la mayoria de los casos se diagaosdtc manera tardia, cuando la
enfermedad ya esta establecida (39).

En el modelo propuesto, todos los animales imkiacon CdG| tanto en el
estudio realizado a los 35 dias de inducirse iarlesomo a los 55 dias, presentaron un
descenso de las variables funcionales y un increma los niveles de proteinas de
matriz semejantes en ambos casos. Por lo tantenpusl considerar la lesion causada
con CdC} como una lesion permanente, y los efectos prodacmbr el LGF como
terapéuticos.

En relacion al componente fibrético, se ha comadobque el tratamiento con
LGF, revierte parcialmente la lesion fibrética iodla. Esta afirmacion se ve apoyada
por la mejora en la mayoria de las variables furales (Cl, CVF y FEFy) y el
descenso significativo de las proteinas de la mptrimonar (hidroxiprolina y elastina)
tras el tratamiento con LGF. La elevada correlacéxistente entre las variables
funcionales y las proteinas de matriz, fundamergate el colageno (tabla 14) y la
mejoria encontrada en la funcidon pulmonar al disimila fibrosis, hacen pensar que el
colageno juega un papel fundamental en el estahlecio y la mejora de la EPOC.

Respecto al componente enfisematoso, si bien eF L@® reduce el
agrandamiento alveolar producido por la instiladgi@CdC} de forma significativa, si
que existe una tendencia a la mejoria, que podtiria @na nueva via de estudio para

averiguar el efecto de dicho factor de crecimiestioel enfisema. En un modelo de

66



Discusion

hipertension arterial, la administracion de LGFujedas areas fenestradas mediante la
disminucién de la fibrosis e incrementando la vdatation (93), sin modificar la
cantidad de elastina. Aunque en nuestro caso ladednde elastina si que se ve
reducida por accion del LGF, el descenso en el AlAla Ly se deberian
fundamentalmente a la reduccion de la fibrosis &rbdca de los alveolos. Esto
permitiria que se homogenizase el tamafio de leskls al llenarse éstos normalmente,
en lugar de resultar colapsados unos y agrandados al impedir el paso de aire a
algunos alveolos mediante el depdsito de colagema20).

Otra de las consecuencias conocidas del enfiserteapEsdida de peso (4, 92). Como
mencionamos previamente en los resultados, elnmam® de peso de los animales
instilados con CdGlse ve claramente disminuido en comparacion corafimales
control (tabla 8). Este menor incremento se maetieas el tratamiento con LGF, lo
que parece indicar que el LGF no es util para re@rpel peso de los individuos, al
menos en tratamientos de corta duracién, como $&sranas durante las que se inyecto
el LGF. En otros estudios en los que se ha utiiza@F, también se ha comprobado
que la administracion de este factor de crecimieai@fecta al peso de los animales
(100, 93). Resultados similares a los obtenidosnopsotros se observan en animales
sometidos a la inhalacién de humo de tabaco, dandenor ganancia de peso parece
ser responsable de la alteracién a nivel funcigqBal). Revisando la bibliografia
encontramos que son escasos los estudios en losedug comprobado la eficacia de
agentes antifibréticos sobre la funcion pulmonas de ellos son el LGF y la NAC (38,
55). En ambos casos mejoran significativamente stods parametros funcionales
valorados salvo la Cque podria verse afectada en mayor grado por ebmpEsade

los animales.

Por otro lado, el peso de los pulmones de las iatiladas con Cdgkes mas
elevado, debido a la presencia de edema, infiltadolar y una mayor cantidad de
proteinas en la matriz pulmonar (96, 85). El LGEngque disminuye el peso del
pulmén, no lo hace de manera significativa, ya qoatinda habiendo un mayor
infiltrado celular, como indica el mayor nimerordacrofagos observados, y la mayor
cantidad de colageno y elastina.

Los resultados obtenidos guardan gran similitud los publicados por Heili
Fradeset al (38); en ambos casos se encuentran lesiones paltesimilares que
afectan a la funcion, al tamafio alveolar y a logles de proteinas de la matriz

extracelular, compatibles con el enfisema centr@eaicy la fibrosis peribronquial. La
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NAC mejora la lesion fibrotica, si bien, la difecgs radica en el modo de
administracion; mientras que este agente de caract#oxidante se administrd de
forma concomitante a la induccién de la lesiorn,@F se administré una vez que ésta
estaba instaurada y estabilizada.

El caso de la NAC no es el Unico en la literatdehido a la prevalencia que tiene esta
enfermedad y a la dificultad de encontrar dianesptauticas efectivas para combatirla,
la busqueda de tratamientos es continua (83). S@ihwdado tratamientos que actian a
diferentes niveles. Algunos realizan su accion camioxidantes, como es el caso del
resveratrol, la NAC o la giberelina (84, 38, 44)oe actian a nivel de sintesis de
colageno, como los analogos de prolina o los oligtadtidos antisentido de HSP-47
(34, 37); a nivel de inflamacion, como los cortos, y- interferon, antagonistas o
anticuerpos de TNEk-o TGF$, entre otros (83, 48, 56). También existen abutedan
estudios realizados con factores de crecimientoockanelaxina o el KGF (102, 109),
aungue sin duda el mas destacado es el HGF (1@fyaltnente han cobrado gran
importancia los tratamientos que intentan regenetatejido alveolar dafiado, asi
podemos encontrar tratamientos como el acido iebtndas células madre o la
instilacion de células alveolares tipo Il (40, 85). La mayoria de estos tratamientos se
han probado en modelos animales de fibrosis esidblenediante la administracién de
bleomicina. Se trata por lo tanto de un modeloilol®g$is que cursa sin la presencia de
enfisema, por lo que se desconoce su utilidad tenoés patologia. El mayor problema,
sin embargo, es que muchos de estos agentes areséattos nocivos, los analogos de
prolina por ejemplo podrian actuar en otros tejidos anticuerpos frente a TNFy
TGF{, pueden tener consecuencias sobre el sistema @&nhas corticoides se ha
demostrado que afectan al metabolismo entre ofextos secundarios conocidos, la
relaxina causa sangrado, reacciones cutaneas yaageshHGF se ha relacionado con
enfermedades cardiovasculares, cancer y retingpagizciadas a la diabetes (83, 56, 3).
Todo ello nos hace pensar, que si bien parecerexist busqueda bastante amplia de
tratamientos eficaces frente a la EPOC, o al mémyde a la fibrosis asociada, la
mayoria de estos tratamientos no parecen del todguados, ya sea porque Su
administracion temprana (antes del desarrollo amtarmedad) los hace poco utiles en
la clinica, o bien por la gran cantidad de pat@sgasociadas que su administracion
puede conllevar. No obstante, los resultados aldsnen todos estos estudios nos

ayudan a entender mejor la enfermedad y a buseaasulianas terapéuticas eficaces.
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Con el fin de tratar de averiguar el mecanismaat#on del LGF en este modelo
de EPOC, nos planteamos la hip6tesis de que ester fde crecimiento podria
promover un incremento de proteasas que eliminglsexceso de proteinas de la matriz
extracelular, promoviendo a su vez la sintesis W@ mueva matriz correctamente
organizada, de manera que esa regeneracion tgetantiese una funcion pulmonar
normal.

En estudios realizados con LGF sobre fibrosis legpase ha comprobado que éste
restaura la arquitectura tisular, reorganizanduod#iz extracelular (20, 21), lo que abre
una via a la posible accion de las proteasas gesiio el exceso de matriz, proteasas
diferentes a las colagenasas, que se ha vistoajge imcrementan por efecto del LGF
(20).

Para comprobar si las proteasas intervenian errasiedelado de la matriz, elegimos
dos de ellas, MMP-2 y MMP-12, ya que la MMP-2 seauenentada en los casos de
fibrosis y enfisema pulmonar y MMP-12 esta muyciglaada con el enfisema (47, 28,
11). Ademas, parece ser que ambas participan ldetacion de TNFe, citoquina que
se ve aumentada por accion del LGF (21).

No se observa un incremento de ninguna de estésapes tras la administracion de
LGF, por lo que el descenso de coldgeno y elastitenidos no se debe a la accion del
LGF sobre estas proteasas, para retirar el exeepootkinas de matriz acumulado. Otra
posibilidad es que sobre estas proteinas estéarmtwsus inhibidores. Para descartar
que los inhibidores de proteasas pudieran estaaratb, impidiendo la degradacion de
la matriz y favoreciendo la sintesis de ésta, dficanos los niveles de TIMP-1, que
actla indistintamente sobre una amplia variedadnd&aloproteasas (47). Tampoco
obtuvimos una variacion del nivel de TIMP-1 trasathministracion de LGF, apoyando
la idea previa de que el LGF no parece actuare& diry remodelado tisular del pulmon,
retirando el exceso de matriz y fomentando la sisitde nueva matriz via proteasas y
antiproteasas.

Si comprobamos los niveles de colageno y elastmged bioquimico o de microscopia
(tablas 10 y 12), si que observamos un descensdicigivo de ambas proteinas de
matriz. Este descenso podria ser debido a la adgdriras proteasas, o puede que el
LGF provoque un incremento de MMP-2 y 12 duranteathmiento, previo a nuestra
valoracion a las 3 semanas, y que por esta causa estemos detectando.

En resultados obtenidos por Diaz Gil y colaboraslame muestra que el LGF hace

disminuir drasticamente los valores de proteasaglfM y MMP-9), manteniéndose
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elevados los niveles de TIMP-1. También se obseévao estas proteasas estan mas
incrementadas durante el inicio del desarrollo aldekion (fase inflamatoria) y van
disminuyendo segun avanza ésta (22). El LGF pasecemas eficaz revirtiendo la
fibrosis en estadios avanzados, sin embargo, sonascbre la metaloproteasa 2 es mas
notable al inicio, cuando sus niveles son mas devaEn nuestro caso solo
observamos un aumento significativo de MMP-2 a3bgslias, manteniéndose después
los niveles igualados en todos los grupos, poumeal LGF no muestra ningun efecto a
este nivel. En todo caso, esto nos indica queesi bi LGF actia a nivel de proteasas
para paliar la fibrosis pulmonar, lo hace de manemgprana, inhibiendo la destruccion
de la matriz y no ayudando a reorganizarla comad®amos; y que su mecanismo de
accion principal parece ser otro diferente a lasgaisas.

Como veiamos en la introduccion, una de las mayoksges de proteasas son
los macrofagos; estas células estan ligeramentergadas tanto en los animales en los
gue se ha desarrollado la patologia, como en #&adns con LGF. Estudios previos
realizados con cadmio apoyan la idea de que losdaisgos predominan en la fase
inflamatoria y no en la fibrética, en la que preduanian los fibroblastos (30, 12). Sin
embargo, otros estudios hablan del aumento ennetraide macréfagos pulmonares en
los casos de EPOC (63, 8, 96). Si consideramosdtlnm de cloruro de cadmio como
un modelo de EPOC en el que se combinan fibrosisfigema, podemos explicar este
aumento.

Tras la administracion de LGF el nimero de maca¥ag mantiene elevado, podemos
afirmar por tanto que el LGF no elimina la inflandeccaracteristica de la EPOC, del

mismo modo, apoyamos aun mas la idea de que el pab€ce actuar por una via

independiente a las proteasas en el remodeladartisu

Una de las vias por las que el LGF parece actlianeaos en el higado, es
incrementando los niveles de TNF{21), lo que provoca mitosis y regeneracion
hepatica. Muchos autores han descrito al BNFémo una citoquina con un papel dual
en la respuesta fibrotica, ayudando a increment@rreducir los niveles de colageno
(52, 43). Dado que el TNé&-es una citoquina producida por macréfagos y quede
sus posibles acciones antifibréticas puede seeinentando la actividad proteasa, nos
preguntamos si éste podia ser el mecanismo denadeloLGF (43). Los resultados
obtenidos muestran un incremento en los niveléeBNfea en los animales a los que se
les administré cadmio y/o LGF, no obstante, lo®leis detectados son demasiado bajos

respecto al limite de sensibilidad del kit utilinggara su valoracion (10 pg/ml), lo que

70



Discusion

hace que los resultados no sean lo suficientemigatiées. Fujita demostré que la
sobreexpresién o la administracion exégena de @Nimitan la fibrosis pulmonar
provocada mediante administracion de bleomicinaGéJF (31). Otros autores como
Piguet han observado niveles elevados de estauciedgen modelos de fibrosis por
bleomicina o silice (72, 73), sin embargo Drisgolktolaboradores no la encontraron
aumentada en un modelo realizado con cloruro denica(®6). Al encontrar niveles tan
reducidos de TNk nos aventuramos a decir que el LGF no actlanmeméando la
produccion de esta citoquina por los macrofagosnaementandose la produccion de
metaloproteasas, ni reduciéndose la fibrosis pusmpar esta via.

En cuanto a la sintesis de una nueva matriz camemite organizada,
estudiamos el papel de los miofibroblastos. Endssltados obtenidos sobre los niveles
de expresion de alfa-actina, podemos comprobanqguexiste un aumento significativo
de esta proteina, lo que resulta razonable ya gsi@mcontramos en la fase fibrotica y
la lesion ya ha sido instaurada. De hecho, tampecoen afectados los niveles de
MRNA de colageno o elastina, indicAndonos nuevameuné no se esta produciendo
sintesis masiva de proteinas de matriz por midflastos, u otro tipo celular, en esta
etapa. No parece por tanto que esté habiendo réadodeni que los miofibroblastos
estén interviniendo en él, ya que no se incremelaananscripcion de proteinas de
matriz, ni los niveles de alfa-actina.

Una vez comprobado que el LGF actia paliando laodib pulmonar y
descartado su posible efecto sobre las metalogade®dMP-2 y MMP-12 para
restaurar la arquitectura pulmonar normal, nosprgnos cuél es el mecanismo de
accion de este factor de crecimiento. De acueldocaciones previas, la inflamacion
celular no es un factor clave tras los primeros dia la instilacion del Cdgl30).
Como el LGF fue administrado una vez establecidaden, es poco probable que la
actividad del LGF sea debida a un efecto antiinfieomo, de hecho, no hemos
observado una variacién en el nimero de macréfagesla administraciéon de LGF,
aungue si se ha comprobado que la administraci@geea de bilirrubina hace
disminuir el namero de linfocitos y neutrofilos en modelo de fibrosis pulmonar
desarrollado con bleomicina (103).

Otra posible via de actuacién es a nivel antioxielaftl LGF tiene una
considerable actividad como secuestrador de radiddlres, mayor incluso que la de la
bilirrubina o la albumina por separado. Estos mdg libres son producidos por

macrofagos y neutroéfilos en casos de EPOC vy fibrpsimonar idiopéatica (5, 98, 106).
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Se ha observado clinicamente como la hiperbilimaiimia puede mejorar la funcion

pulmonar, depositandose pigmentos biliares enjielot@ulmonar, fundamentalmente

en los macrofagos (64), células que como ya hemmxionado previamente liberan

radicales libres. Esta via de accion del LGF rashHstante factible, ya que se ha
comprobado que los fumadores tienen niveles badslidrubina (103).

Recientemente se ha demostrado que la capaciddibratica del LGF esta
mediada por la inhibicion parcial del TGF-B y de timnsformacion de los
miofibroblastos (22, 23), ambos eventos clave epreteso de depodsito de la matriz
extracelular. EI LGF aumenta el TN#citoquina que promueve la localizacion nuclear
de los factores de transcripcion C/EBBP C/EPBR, los cuales se unen a la misma
region del promotor de coladgeno | a la que se UM&E-B, impidiendo de este modo el
incremento de colageno (43). A su vez, se ha caoaplm que el TN actia sobre el
TGF-0, mitbgeno hepatico que restaura la arquitecturaalodel higado (32).

Sin embargo, también es posible que el LGF redébelas madre e induzca la
proliferacion de células endoteliales y alveolaregenerando el tejido, como ya se ha
visto que hacen otros factores de crecimiento (1095, 35). Se ha comprobado en
diversas ocasiones como el nimero de células ncadreapacidad regeneradora se ve
incrementado tras el dafio pulmonar, siendo el iInerdo mayor cuanto mayor es la
lesion, y localizandose fundamentalmente en laasafibréticas (65, 1, 85). Estas
células se diferencian en células del epitelio @barey fibroblastos para tratar de
recuperar la arquitectura normal. Este mayor raolignto de células madre esta
relacionado con el aumento de osteopontina y du@ardnico, a los que se unen los
receptores CD44 de las células madre, favorecisndacremento; aunque también la
ruptura de la lamina media y la mayor liberaciorciequinas y mitégenos tras el dafio
pueden atraer a las células a estas zonas.

También se ha comprobado que las células madren tdisminuir la cantidad de
hidroxiprolina, la inflamacién, las metaloproteagdes septos interalveolares. (65, 85).
Parece que el trasplante de células alveolarepaddlt que en condiciones normales
actian como células residentes en el pulmon, eseficdz en el tratamiento contra el
dafio que el trasplante con células madre mesenkpsintesto se debe a que actian a
distintos tiempos desde la fase inflamatoria aibbadfica, mientras que las células

mesenquimales sélo lo hacen en la fase inflamatoria
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Se han propuesto diversas vias de accion paracgstdas frente al dafio pulmonar:

Se recupera el pool de células madre, promovieadedeneracion y evitando
las discontinuidades en el epitelio.

» Se incrementa el surfactante y de este modo migjduacion.

» Se liberan citoquinas que generan un ambientdatadtito.

» Se estimula la degradacién del nuevo colageno.

» Accidén comoscavengers, eliminando los productos de degradacion de lasana

extracelular y disminuyendo la migracion de losdiilastos.

Por tanto, un posible mecanismo de accion del L&SiRa@ementando el pool de
células alveolares tipo Il, actuando de este madmdo la lesidén esta establecida (fase
fibrética) y facilitando por tanto la regeneracidel tejido a la par que mejorando la
funcién pulmonar. De hecho, se ha comprobado gadranistracion de LGF estimula
la regeneracion testicular gracias al estimuloagdecElulas madre (69). También se ha
visto como este mismo factor de crecimiento fav@ilacregeneracién en un modelo de
Parkinson al estimular la angiogénesis, e increandatviabilidad y la diferenciacion de
las células madre neuronales (78).

Otro factor que se ha visto que interviene en emeracion pulmonar es el acido
retinoico, el cual interviene en la alveologénedisnde a partir de los sacos aéreos
primitivos con una doble estructura capilar, surgeptos alveolares y finalmente
alveolos maduros con una estructura capilar sirff®3. El acido retinoico ha sido
utiizado en modelos de enfisema pulmonar debidodaaadministracion de
dexametasona. Se ha comprobado que el acido wetimaluce la formacion de nuevos
alveolos, activando o inhibiendo la transcripci@ggnes implicados en este proceso y
estimulando fibroblastos (40, 50), reduciendo agiJ. Sin embargo, el tratamiento no
parece ser eficaz a nivel funcional, al no logestablecer los valores normales de

volumen pulmonar y C(97).
En conjunto, estas observaciones indican la nemégie llevar a cabo nuevos

estudios para determinar el mecanismo de accioh@lelen la reparacion de la fibrosis

en el pulmén.
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Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos podemoseixtas siguientes conclusiones:

e La instilacion orotraqueal de CdQpermite desarrollar un modelo animal de
EPOC con fibrosis y enfisema de manera conjuntargngnente, que permite
realizar el ensayo terapéutico con LGF.

e El LGF reduce la fibrosis pulmonar previamente ldstada, disminuyendo la
cantidad de proteinas de matriz en este tejidquéprovoca una mejoria en la

funcién pulmonar.

* El LGF muestra cierto efecto sobre el enfisema puabmn, al disminuir el area

interna alveolar y la distancia media entre lagpes alveolares.

* ElI LGF mejora la arquitectura pulmonar independiergnte de la accion de
proteasas (MMP-2 y MMP-12) y miofibroblastos.

* EI LGF es capaz de actuar cuando la lesion eslestadr o que podria ser de

utilidad en el tratamiento de la EPOC.
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ABSTRACT

Introduction: Liver growth factor (LGF) is a liver mitogen with regenerating and anti-fibrotic activity even
at extrahepatic sites. We used LGF in a lung fibrosis model induced by cadmium chloride (CdCl,), to study
its antifibrotic capacity.
Methods: Forty-two male Wistar rats were administered a single dose of 0.5ml/rat of CdCI2 0.025% (n = 21)
or the same volume of saline (control group, n = 21). After 35 days, once a lesion was established, we
started a 3 week treatment with LGF, after which we determined lung function —inspiratory capacity (IC),
lung compliance (LC), forced vital capacity (FVC) and expiratory flow at 75% (FEF75%)—, lung morphometry
—alveolar internal area (AIA), mean linear intersection (LM)—, and collagen (both by Sirius red and
hydroxyproline residues) and elastin contents.
Results: Pulmonary fibrosis in CdCl, rats was characterized by a marked decrease in pulmonary function
with respect to healthy controls —reductions of 28% in IC, 38% in CL, 31% in FVC, and 54% in FEF75%— which
was partially recovered after LGF injection —18% IC, 27% CL, 19% FVC and 35% FEF75%—; increase in collagen
and elastin contents —165% and 76%, respectively, in CdCI2 rats, versus 110% and 34% after LGF injection—;
and increases in AIA and LM, partially inverted by LGF.
Conclusions: Together, these data seem to demonstrate that LGF is able to improve lung function and
partially inverts the increase in lung matrix proteins produced by CdCl, instillation.

© 2009 SEPAR. Published by Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

El factor de crecimiento de higado mejora la fibrosis pulmonar inducida
tras la administracion de cadmio en ratas

RESUMEN

Introduccion: El liver growth factor (LGF, ‘factor de crecimiento de higado’) es un mitdgeno con actividad
regeneradora y antifibrética con actividad incluso en localizaciones extrahepaticas. En este trabajo se ad-
ministr6 LGF en un modelo de fibrosis pulmonar inducido con cloruro de cadmio (CdCl,) para estudiar su
capacidad antifibrética.
Meétodos: Se instilaron 42 ratas Wistar macho con 0,5 ml/rata de CdCl, al 0,025% (n = 21) o de salino (n =
21). Transcurridos 35 dias y una vez establecida la lesion se realiz6 el tratamiento con LGF y posteriormen-
te el analisis de los parametros funcionales —capacidad inspiratoria (CI), complianza pulmonar (CL), capa-
cidad vital forzada (CVF) y flujo espiratorio forzado al 75% (FEF75%)—, morfometria —area interna alveolar
y distancia media entre paredes alveolares— y contenido en coldgeno y elastina.
Resultados: La fibrosis pulmonar originada mediante CdCl, se caracteriz6 por un marcado descenso de la funcién
pulmonar en comparacién con los controles. Se redujé un 28% la CI, un 38% la CL, un 31% la CVF y un 54% la
FEF75%, descenso que se revirtié parcialmente tras la inyeccion de LGF —el 18% en CI, el 27% en CL, el 19% en
CVFy el 35% en FEF75%—. Ademads, se observé un incremento en la cantidad de colageno y elastina del 165 y el
76%, respectivamente, en las ratas del grupo CdCl, frente a un 110 y un 34% tras la inyeccién de LGF.
Conclusiones: Estos datos demuestran que el LGF mejora la funcién pulmonar y revierte parcialmente el
incremento de las proteinas de matriz pulmonar producido por la instilacién con CdCl,.

© 2009 SEPAR. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

E-mail address: Ipuerto@fjd.es (L. del Puerto-Nevado).
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Introduction

Pulmonary fibrosis is a conditioned characterised by a
progressive deterioration of the pulmonary function.' There are
several animal models which attempt to reproduce this condition;
perhaps the most extended is bleomycin induction (a fibrogenic
agent widely employed for the study of the initial stages of the
condition) since it is inverted if the agent is not continuously
administered.? For the study of the fibrotic stages, the assessment
should take place in the second and third weeks from the moment
of induction. For this, there are more effective experimental models,
such as cadmium chloride (CdCl,) by single dose endotracheal
induction in animals which causes pulmonary inflammation with
fibrotic activity accompanied by an alveolar space enlargement
recalling human centriacinaremphysema,’®but with a predominance
of fibrosis. This agent induces a functional pattern characterised by
a decrease in volume, pulmonary distension and expiratory flow*>
as well as an increase in proteins on the lung matrix, collagen and
elastin.>® Frankel et al” substantiated that this model reproduced
many of the features of fibrotic response observed in humans and
in other models of animal fibrosis. The acute inflammation dropped
to close to normal values towards the seventh day, while the
amount of collagen remained high and the lung volume’®
descended.

The liver growth factor (LGF) is a liver mitogen composed of an
albumin-bilirubin complex®!® showing activity either in vivo or in
vitro. This factor, purified by our group,'' was proven in a model of
CCl, induced cirrhosis; the LGF markedly decreased the accumulation
of extra-cellular matrix components (collagen), restored the serum
enzymes, the structural integrity and the necrotic tissue, reduced the
abscesses and improved haemodynamics.'> We have recently proven
the anti-fibrotic activity of the LGF in bile duct-ligated rats, in which
a marked descent in the accumulation of extracellular matrix was
produced, recovering its hepatic function as well as reducing key
factors in the extension of the fibrosis, such as tumour growth factor
(TGF-,)." The LGF anti-fibrotic action is measured by the decrease in
activation of stellate cells and secreting cells in the extracellular
matrix.'* Subsequent studies have also proven that the LGF is able to
reduce both fibrosis in the carotid artery and collagen in the wall of
this artery by 50% after 2 weeks of treatment, causing substantial
regeneration of the arterial wall, lowering blood pressure and
improving vascular functioninamodel of spontaneously hypertensive
rats.”> Similarly, the LGF was able to stimulate dopamine terminal
sprouting, partially restore motor function in rats with Parkinson’s
disease’® as well as stimulate the generation of new neurons and
mobilisation of neurons.!”

The LGF mitogenic activity in rat liver is measured by the increase
in mRNA expression of the tumour necrosis factor (TNF--), and the
main targets of the LGF are the portal endothelial cells, in which a
TNF-- expression increase has been observed. Furthermore, the LGF
also stimulates TNF-- secretion in endothelial cell cultures, however,
it does not cause an increase in the expression of intercellular
adhesion molecule I (ICAM-1) or vascular adhesion molecule I
(VCAM-1).18

By considering the LGF effect on the fibrosis of other systems, this
study proposes a preliminary study on the potential therapeutic
effect in a model of lung fibrosis induced with CdCl,. The
administration of this factor, once the fibrosis model is established,
displays preliminary data of the LGF therapeutic action, obtains
improvements in lung function and partially inverts the deposit of
matrix proteins.

Methods

1. Materials and animals: The Animal Experimentation
Committee at the Jiménez Diaz-CAPIO Foundation approved all

the experiments performed on animals. Forty-two male Wistar
rats (220-230g) were administered a single dose via endotracheal
induction of saline (control group, n = 21) or 0.5ml/rat of CdCl, at
0.025% (n = 21). After instillation, the rats were returned to their
cages, where they were administered H,0 and food ad libitum.
After 35 days, a group of 15 rats was sacrificed (8 control group
and 7 CdCl,) to confirm the presence of fibrosis. The remaining
animals induced with CdCl, were divided into 2 new groups and
treated with 6 intraperitoneal (i.p.) doses (2 injections/week, for
3 weeks) of saline (CdCI, group, n = 7) or 5pg/rat of LGF (LGF
group, n = 7). Fifty-five days after induction, we compared the
CdCl, and LGF groups on a functional, morphometric and
biochemical level. Furthermore, a group of control rats was treated
with LGF (control group + LGF) and this group was included in the
comparisons.

2. Lung function tests: The functional study was performed in
a respirator for small animals (Harvard).®> The rats were
anesthetised with sodium pentothal (60mg/kg of weight, i.p.),
they were tracheotomised, placed in a plethysmograph and
connected to a cannula to allow communication with the
respirator. As soon as the rats were connected to the respirator,
they were paralysed with 0.2mg of pancuronium bromide and
artificially ventilated. Changes in inspiratory capacity (IC) (ml),
lung compliance (LC) (ml/cm of H,0), forced vital capacity (FVC)
(ml) and forced expiratory flow at 75% (FEF75%) (ml/s) were
then determined.

The IC was considered as a change in the pulmonary volume
when an airway pressure of 30cm H,0 was reached. For the quasi
static lung pressure-volume curves, the animals were insufflated
with air up to an airflow pressure of 30cm H,0 and exit forced to a
constant flow of 1ml/s until a residual volume was reached.
Compliance was considered as the highest point in the pressure-
volume curve during expiration. In the end, flow-volume curves
were induced, the rats were insufflated with air to a pressure of
30cm H,0 and forced expiration provoked using a vacuum pump
(Emerson) at a pressure of —-(40cm H,0). From these curves, the FVC
and the FEF75% of the FVC are determined.

3. Morphometry: After the functional study, the animals were
sacrificed with an overdose of pentobarbitone and the
cardiopulmonary block was removed. The left lung was weighed
and immediately frozen to perform the corresponding biochemical
determinations. The right lung was set applying a 10% formaldehyde
solution at a constant pressure of 25cm H,O for 24 hours. After
setting, 3 lobes were taken, added to paraffin and 5pm thick cuts
were made and stained with haematoxylin and eosin for the
morphometric study and Sirius red for the collagen deposit
quantification. Using an image analysis program for samples stained
with haematoxylin and eosin, the alveolar internal area (AIA) (um?)
was calculated as well as the horizontal and vertical mean linear
intersection (LM) (um). The collagen content was quantified in the
samples stained with Sirius red and the birefringence in the
collagen-rich areas was compared with the total area of tissue of
each microscopic field. The images were visualised with a video
camera (Leica DC 100; Leica Microsystems) with a resolution of
782x582 pixels, adapted to a microscope (Olympus BX40). The
different fields were quantified using a 10? lens and a 0.5? video
camera adaptor. Leica Qwin software was used to analyse the
images and the AIA, LM and birefringence calculated. Each datum
represents the average value of at least 18 fields selected randomly
in different cuts.

4. Biochemical analysis of collagen and elastin: Collagen
quantification was performed by measuring the hydroxyproline
(HYP) residue content. Previously, the left lung was homogenised
and chloramine-T was added after acid hydrolysis to induce
oxidization. The Erlich (Sigma Aldrich) reagent was then added and
once the reaction developed, absorbency at 560nm' was assessed
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for each of the samples. The elastin was purified through tissue
homogenisation with phosphate buffered saline (PBS) and
trichloroacetic acid (TCA) at 10%, centrifugation and treatment
with TCA at 5% for 30 min at 90 °C. This last precipitation (purified
elastin) was treated with porcine pancreatic elastase type Il (Sigma
Aldrich) for 4 hours at 25 °C. The elastin was measured with a
colorimetric method and bicinchoninic acid (BCA Protein Assay Kit;
Pierce, Promega) was used. HIP (Sigma Aldrich) and bovine neck
ligament elastin (Sigma Aldrich) were used as reference standards.
Results were expressed in HIP or elastin milligrams for the left
lung.

5. Liver growth factor isolation and purification: The LGF was
purified of rat serum according to the previously described
procedure.?’ The purity and absence of other growth factors or
pollutants in the LGF preparation were also performed using
standardised criteria."" The LGF preparations were freeze-dried
and kept at 4 °C until use, when the different aliquots in saline
were dissolved for i.p. injection (the LGF is equally active in i.p.
and i.v. injection). Before using the LGF in these experiments, its
activity was checked in vivo at different doses through injection
in normal rats to establish the dose at which greater stimulation
of DNA synthesis in the liver is produced and for this the
incorporation of tritiated thymidine (New England Nuclear;
Dreieich, Germany) was determined in the DNA."" In accordance
with previous studies, it was considered that the optimum dose
of LGF was 0.5 pg/rat.'>

6. Statistical analysis: All the data expressed as a mean + standard
error of the mean (SEM). Comparisons were performed with ANOVA.
Fisher’s least significant difference method was used to analyse the
differences between means.
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Figure 1. Changes in all the variables analysed in the cadmium chloride group 35 days
later, compared to the control group. AIA: alveolar internal area; IC: inspiratory
capacity; LC: lung compliance; FVC: forced vital capacity; FEF75%: forced expiratory
flow at 75%; HYP: hydroxyproline; LM: mean linear intersection. *p < 0.05 versus
control. All data expressed as percentages with respect to the control group.

Table 1
Functional, morphometric and biochemical data 35 days after inducing the lesion?

Results

Thirty five days after inducing the lesion (fig. 1, table 1), a
significant descent was detected in all the functional variables
studied (IC, LC, FVC and FEF75%) with respect to the values obtained
in the control group. On the other hand, a greater increase, also
significant, was observed in the protein content of the extracellular
matrix, usually found in pulmonary fibrosis, as well as a marked
increase in the morphometric variables (AIA and LM) which recall
the typical enlargement of the airways of emphysema.

To confirm that the LGF does not present negative effects in the
healthy animals, 7 rats in the control group were administered the
same treatment as the LGF group. No differences were found in
relation to the control group (table 2). Neither were differences
found in any of the parameters studied (table 3) between days 35
and 55 within the group of rats to which CdCl, had been administered,
which confirms that the induced lesion was stable and permanent in
the period where treatment with LGF was applied.

1. Pulmonary function: The changes in IC, LC, FVC and FEF75% in
the study groups are shown in figure 2. As previously mentioned, the
pulmonary fibrosis induced with CdCl, produced a significant descent
in IC, LC, FVC and FEF75% in comparison with the control rats. The
administration of LGF brought all the functional variables to values
near normality, with statistically significant variations in IC, FVC and
FEF75%, but not in LC (LGF versus CdCL,).

2. Pulmonary collagen and elastin: The CdCl, caused a significant
increase in the collagen and elastin contents in the CdCI2 group
compared to the healthy rats. After the LGF treatment, the lung
content in collagen was less than in the rats that received CdCl,, and
this difference was important when assessed in terms of HYP
residues (fig. 3). We also detected a notable descent in the pulmonary
elastin content in the LGF group in comparison to the rats that
received CdCl, (fig. 3).

Figure 4 shows an increase in the collagen deposit, analysed with
birefringence in the collagen-rich areas of the Sirius red staining. The
LGF partially inverted the lung matrix deposits, with a tendency to
reach normal values, but with no statistical significance.

3. Morphometry: The morphometric analysis of the LM and AIA
display a significant increase in these variables in the CdCl, group
versus the healthy controls. After treatment with LGF, a slight
reduction in the LM and AIA was observed, but with no statistical
importance (fig. 5). Figure 6 displays microscope images of a healthy
lung and another instilled with CdCl,, where the increase in alveolar
size and the peribronchial fibrosis present in the affected group are
evident.

Discussion

In this article, we show that the model of CdCl, induced lung
lesion has a fibrotic component characterised by the decrease of
the functional variables as well as an increase in the matrix protein
deposits and also, an emphysematous component due to the
existence of enlarged alveoli observed in the morphometric
analysis. Based on this model, established 35 days after the CdCl,

IC, ml LC, ml/cmH,0  FVC, ml FEF75%, ml/s HYP, mg/lung Elastin, ml/lung  AIA, pm, LM, pm Sirius red, birefringence/
total tissue, %
C 16.3£0.6 1.3+0.07 16.3+0.6 75.7£6.5 1.5+0.2 13.8+14 5,362 £ 842 51+3 1.3+0.2
Cddl, 11.5+0.7¢ 0.8 £0.09" 11.1+0.7* 334+6.0" 3+06" 194 +2.6* 9,616 +842* 683" 24+02"

AlA: alveolar internal area; CdCl,: cadmium chloride; IC: inspiratory capacity; LC: lung compliance; FVC: forced vital capacity; FEF75%: forced expiratory flow at 75%; H,O: water;

HYP: hydroxyproline; LM: mean linear intersection.
*p < 0.05 versus control.
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Table 2

Comparison between the control group and the control group + liver growth factor in every variable

IC, ml LC, ml/cmH,0  FVC, ml FEF75%, ml/s HYP, mg/lung  Elastin, ml/lung  AIA, pm, LM, pm Sirius red, birefringence/
total tissue, %
CdCl,.35days  11.5+0.7 0.7 +0.09 11.1£0.7 334+6 3.0+0.2 194 £2.6 9,616 + 842 68+3 2402
CdcCl,. 55 days  11.8+0.5 0.7 +0.06 11.5+0.6 354 +42 3.8+0.2 216+1.2 1,0931£1,056 69+2 3102

No statistical differences are observed between the groups.

AlA: alveolar internal area; CdCl,: cadmium chloride; IC: inspiratory capacity; LC: lung compliance; FVC: forced vital capacity; FEF75%: forced expiratory flow at 75%; H,0: water;

HYP: hydroxyproline; LM: mean linear intersection.

Table 3

Comparison of the functional, morphometric and biochemical data 35 and 55 days after the administration of cadmium chloride

IC, ml LC, ml/cmH,0  FVC, ml FEF75%, ml/s HYP, mg/lung Elastin, ml/lung  AIA, pm, LM, pm Sirius red, birefringence/
total tissue, %
C 16.5+0.5 1.2 £ 0.06 16.7 £ 0.63 774 £4.6 14+0.2 123+£13 3,981 +£1,141 46zx2 1.5£02
C+LGF  16.8£0.5 1.31 £ 0.06 16.8 £0.5 79.8 £ 6.4 1603 138+1 4,154 + 551 47 £2 19+0.2

No significant differences were found between the groups.

AlA: alveolar internal area; IC: inspiratory capacity; LC: lung compliance; FVC: forced vital capacity; FEF75%: forced expiratory flow at 75%; H,0: water; HYP: hydroxyproline;

LGF: liver growth factor; LM: mean linear intersection.
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Figure 2. Changes in the functional variables in all the experimental groups. Control group (n = 6), CdCI2 group (n = 7) and LGF group (n = 7). CdCI2: cadmium chloride; IC:
inspiratory capacity; LC: lung compliance; FVC: forced vital capacity; FEF75%: forced expiratory flow at 75%; LGF: liver growth factor. ?p < 0.05 versus control. °p < 0.05 versus

Cdcl,.

instillation, treatment with LGF partially inverts the induced
fibrotic lesion. This statement is supported by the improvement in
most of the functional variables (IC, FVC and FEF75%) and the
notable decrease in the lung matrix proteins (HYP and elastin) after
the LGF treatment. The rats instilled with CdCl, displayed a descent
in the functional variables and an increase in the lung matrix
protein levels similar at 35 and 55 days after instillation, so we can
consider the lesion caused by the CdCl, as permanent and, therefore,

the effects produced by the LGF as therapeutic. To the best of our
knowledge, this is the first experimental study in which an
antifibrotic treatment partially restores normal lung function of a
previously established lesion.

Several authors have described that CdCl, induced pulmonary
fibrosis is characterised by the functional damage, including a
descent in the vital capacity, compliance and forced expiratory flow
as well as an increase in the lung matrix protein content*%?! and
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Figure 3. Changes in the biochemical variables in all the experimental groups. Control
group (n = 6), CdCl, group (n = 7) and LGF group (n = 7). Hydroxyproline (mg/lung) and
elastin (mg/lung) CdCl,: cadmium chloride; LGF: liver growth factor. *p < 0.05 versus
control. °p < 0.05 versus CdCl,.
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Figure 4. Estimation of collagen content through birefringence with Sirius red. A)
Representative case of a normal rat lung. Control group (n = 6). B) Representative case
of cadmium chloride (CdCl,) induced pulmonary fibrosis. CdCl, Group (n = 7). C)
Representative case of a lung with CdCl, induced fibrosis treated with liver growth
factor (LGF). A reduction in the fibrotic areas is observed. LGF group (n = 7). Images
taken with a 100x augmentation. Data in birefringence % / total tissue. *p < 0.05 versus
control. °p < 0.05 versus CdCl,.

centriacinar emphysema appears.?? Even though the LGF does not
reduce alveolar enlargement caused by the CdCl, instillation in any
significant manner, although there is a tendency of improvement
that could open a new line of study on the track towards the effect
of this growth factor in the emphysema.
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Figure 5. Changes in the morphometric variables (alveolar internal area [mm?| and
mean linear intersection [mm]). Control group (n = 6), CdCl, group (n = 7) and LGF
group (n = 7) CdCl,: cadmium chloride; LGF: liver growth factor. p < 0.05 versus
control. °p < 0.05 versus CdCl,.

This study has many similarities to the prior one carried out by
Heili Frades et al. In both cases, similar lung lesions have been found
that affect the function, alveolus size and extracellular matrix protein
levels compatible with centriacinar emphysema and peribronchial
fibrosis; in this model the treatment with N-acetylcysteine (NAC)
partially improved the pulmonary function deterioration, observed
in all the functional variables measured (IC, FVC and FEF75%), except
in the LC. The same occurs with the collagen deposit measured by
the HYP residues, elevated due to the CdCl, induction and partially
restored by the NAC treatment. The response pattern observed with
the CdCl, is very similar to this study, including the responses to
treatment. The NAC improves the fibrotic lesion, though the
difference lies in the administration method; while this antioxidant
agent is administered in a concomitant manner to the induction of
the lesion, the LGF is administered once this has been established
and stabilised.

The case of NAC is not the only one in medical literature due to
the prevalence of this disease and the difficulty of finding effective
therapeutic targets to fight it,”> makes the search for treatment
continuous. There are many studies carried out in bleomycin
models with antifibrotic agents, such as deferoxamine, the
hepatocyte growth factor, the keratinocyte growth factor, interferon
and gingko biloba, EM703, IMD-0354 and C-type natriuretic
peptide,>**° and even studies that approach another type of
treatment such as cellular treatment based on the instillation of
alveolar type II cells as a regeneration vehicle of damaged tissue.?'
Although these agents have the capacity of reducing fibrosis, they
also have the limitation that the antifibrotic agent is added
concomitantly to the development of the disease, which hinders its
therapeutic use since the condition is diagnosed, in the majority of
cases, once it has been established.

According to previous publication, the cellular inflammation is
not a key factor after the first days of CdCl, instillation.” Since the LGF
was administered once the lesion was established, it is unlikely that
the LGF activity is due to an anti-inflammatory effect and partially
inverts the fibrosis, however, we observe that the LGF has a
considerable free radical abduction activity.>> Our group recently
demonstrated that the antifibrotic capacity of LGF is measured by
the partial inhibition of the TGF-B, and the transformation of
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Figure 6. Morphological changes. A) Representative case of a healthy lung. B) Representative case of a cadmium chloride instilled lung showing centriacinar emphysema with
peribronchial fibrosis. Stained with haematoxylin and eosin. Images taken with 100x augmentation. CdCl,: cadmium chloride.

myofibroblasts,’>'* both key in the process of extracellular matrix
deposit. However, it is also possible that the LGF chooses mother
cells and introduces the proliferation of the endothelial and alveolar
cells, as other growth factors do.?”?*-* Altogether, these observations
indicate the need to carry out new studies to determine the action
mechanism of the LGF in the repair of lung fibrosis.

To conclude, this study shows that LGF treatment administered
on a lung fibrosis previously established through the administration
of CICL,, was able to partially invert the pulmonary fibrosis, improve
lung function and invert the increase in lung matrix proteins. Pending
determination of the action mechanism that facilitates this response,
the possibility of inverting a previously established pulmonary
fibrosis opens the possibility that LGF can be applied in the future to
pulmonary fibrosis treatment.
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