INSTITUTO NACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS '

Y NUTRICION i México Cd.Mx., a7 de Agosto del 2018.
SALVADOR ZUBIRAN .

Dra. Norma Bobadilla Sandoval ‘
Coordinadora de la CINVA e s
Presente :

LY

Estimada Dra. Bobadilla:

ERN ~:

Por este conducto me permito ‘solicitar el cierre del protocolo: EVALUACION DEL FACTOR

INDUCIBLE DE HIPOXIA EN UN MODELO DE ISQUEMIA REPERFUSION PULMONAR EXPERIMENTAL

EN ROEDOR” con registro CINVA: CEX-1378-14/15-1, debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particulér por el momento, quedo de:usted.

v

Atentamente,

4’67: 0S BRAYO REYNA
Nombre y Firma del’ (a*flnvestigador (a)

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegaciéon Tlalpan
Coédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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México Cd. Mx a 7 de Agosto de 2018.

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma Bobadilla Sandoval o
Coordinadora de la Comision de Ipvestigacion en animales.
Presente.

Estimada Dra. Bobadilla

Por medio ge la presente me permito informar que el proyecto titulado
“EVALUACION DEL FAQTQR‘INDUCIBLE POR HIPOXIA EN UN MODELO DE
ISQUEMIA REPERFUSION PULMONAR EXPERIMENTAL EN ROEDOR”.

1. Cumplié con el objetivo de determinar Ia’integridad del endotelio vascular
pulmonar por medio del estudio histopatolégico que se realizé en todos los
grupos de estudio sometidos a los diferentes periodos de tiempo de I-R que
el protocolo abarcaba. -~ -

2. Gener6 una tesis de licenciatura por parte del alumno “J. Ricardo Arzeta
Mastache”.

N

E

Con respecto a la publicacibn de algun articulo en revista internacional
desafortunadamente no se logré este objetivo debido a que la colonia de la cual
provenian las ratas de estudio tuvo problemas de salud relacionadas con
hipertension y esta afecté de manera directa en los resultados que se pretendian
obtener para el estudio del Factor Inducido por Hipoxia (HIF).

Finalmente se da por cerrado el protocolo y se anexan los documentos probatorios
de la tesis de licenciatura y su resumen. ’

Sin mas por el momento, quedo de usted.

N Atentamente

7 ,./;" mmsz"“
Avenida Vasco de @Carjo/s esay Bravo Reyna

Quiroga No. 15 Departamento de Cirugia Experimental
Colonia Belisario g
Dominguez Seccidn XVi

Delegacién Tlaipan

Codigo Postal 14080

México, Distrito Federal

Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx




“Cambios histopatolégicos en un modelo murino experimental de isquemia-reperfusién pulmonar aguda”

V. RESUMEN

Objetivo: Evaluar la progresion del dafio histolégico pulmonar en murino después
de un periodo de isquemia de 45 minutos durante los primeros tres dias de
reperfusion. : |

Métodos: Un total de 63 ratas Wistar fueron sometidas a pinzamiento por 45
minutos de hilio pulmonar izquierdo y divididas en siete grupos (n=9) de acuerdo al
tiempo de reperfusion (reperquIon 0, 1,6, 12, 24, 48 y 72 horas). Se realiz6
histologia y se evaluo el edema, 1& hemorragia, la infiltracién de polimorfonucleares
y el colapso del alveolo.

Resultados: La correlacion edema-polimorfonucleares mostré dependenma (p-
valor = 0.473). La prueba Ji-cuadrada mostré dependencia de las variables edema
alveolar (p=0.0), hemorragia alveolar (p=0.034), PMN intraalveolares (p= 0.0) y
colapso alveolar (p=0.001) - respecto al tiempo de reperfusion. La prueba ANOVA
mostrd diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los grupos de
edema alveolar (p=0.0), hemorragia alveolar (p=0.0) y colapso alveolar (p=0.005);
excepto la variable PMN intraalveolares (p=0.09).

Discusion: Se concuerda con los antecedentes respecto al incremento del edema
alveolar, la hemorragia alveolar y los PMN intraalveolares en las primeras cuatro
horas postisquemia, y la ausencia de fibrosis y atelectasias en los primeros tres dias
postisquemia, pero el presente estudlo no concuerda con a la observacion de
edema severo hasta el dia tres. A .

Conclusiones: Los marcadores de dafio pulmonar muestran dependencia
estadistica respecto al tiempo de reperfusmn Los marcadores de dafno edema,
hemorragia y polimorfonucleares presentan aparente incremento desde la primera
hora y disminucion después de las 48 horas, el colapso alveolar tiene un pico a las
6y las 72 horas.

Referencias bibliograficas: Forgiarini LA, Jr., Grun G, Kretzmann NA, de Munoz
GA, de Almeida A, Forgiarini LF, et al. When is injury potentially reversible in a lung
ischemia-reperfusion model? The Journal of surgical research. 2013;179(1):168-74.
Palabras clave: pinzamiento, isquemia, reperfusion.
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Avenida Vasco de

Colonia Belisario

Dominguez Seccién XVI

Delegacion Tlalpan

Cédigo Postal 14080

México, Distrito Federal

(52)54870900:

www.incmnsz.mx ‘ Ty

INSTITUTO NACIONAL DE X . _ )

CIENCIAS MEDICAS ]

Y NUTRICION ‘ . México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.
SALVADOR ZUBIRAN o

No. Oficio CINVA 062-18

Dr. Carlos Bravo Reyha;., e
Depto. Cirugia Experimental ’
Presente. ‘

Estimado Dr. Bravo.:

Por este conducto le informbd que su proyecto con titulo "EVALUACION DEL FACTOR
INDUCIBLE DE HIPOXIA EN .UN- MODELO DE ISQUEMIA REPERFUSION
PULMONAR EXPERIMENTAL EN ROEDOR?, con registro CINVA CEX-1378-14/15-1
finalizé en noviembre 2017. Por lo que le solicito de la manera mas atenta me haga
saber si el proyecto requerird una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar a la
CINVA el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor nimero de animales
especificar y justificar como se utilizaran y los procedimientos experimentales que se
llevaran a cabo con los mismos. En caso de no requerir una prorroga favor de llenar el
formato de cierre del proyecto que se anexa a la presente (en hoja membretada e
impresa) y adjunte los siguientes-documentos indispensables para la conclusion del
proyecto: A S '

1. Informe final .
2. Productos de Investigacion derivados del proyecto’ (articulos, tesis, libros,

capitulos de libro, patentes, presentacienes en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted.

- Atentamente,

v Dra. Norma’A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Conyision de Investigacion en Animales

=

c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB g
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“2014, Afio de Octavio Paz”

P ~

INSTITUTO NACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS i ) i .
Y NUTRICION : México, D. F., a 27 de Noviembre del 2014.

SALVADOR ZUBIRAN

Dr. Carlos Cesar Bravo Reyna
Depto. de Cirugfa Experimental
Presente. ’

REF: CINVA 1378, Clave: CEX-1378-14/15-1

| Estimado Dr. Bravo :

. - L
RN

Habiendo dado respuesta de manera satisfactoria a todas las observaciones de su Protocolo de

Investigacion Experimental titulado:

“EVALUACION DEL FACTOR INDUCIBLE DE HIPOXIA EN UN MODELO DE ISQUEMIA REPERFUSICN
PULMONAR EXPERIMENTAL EN ROEDOR.”

Este comité ha dictaminado aprobarlo a partir de esta fecha, solo se pide al investigador que
justifique con bases estadisticas el tamafio de la muestra.

Sin mds por el momento quedd de usted.

Atentamente,

INS, NACIONAL DE CIENCIAS ]
MEDICAS Y NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRANXN®

i

c.c.p. Dr.Gerardo Gamba, Director de investigacion =2 01C 2000 \%(\U
Dra. Ma. Elena Flores, lefe del Bioterio
INSTITUT NACIONAL DE CIENGIAS DIRECCION DE
MED ey e ok CIENCIAS INVESTIGACION
SALVARTIR ZUBIRAN

Ry
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

"2074, gftiio de Getario (Faz”

México, D.F., a 5 de noviembre de 2014

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comxsmn de lnvestugac;on en Ammales
Presente.

Por medio de la presente me permito enviar las correcciones que la CINVA emitié al protocolo

s titulado “Evaluacién del factor inducible de hipoxia en un modelo de isquemia-reperfusion
pulmonar experimental en roedor" con niimero-de registro: CINVA 1378, Clave: CEX-1378-
14/15-1.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegacidon Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz.mx

REEN ~

a} Se sugiere revisar los érrores ortograficos que presenta el protocolo.

Con respecto a los errores ortogrdficos se ha hecho una revision y correccion de Jos
mismos que la CINVA encontrd. ‘ -

Los animales de experimentacién no son pacientes, favor de corregir esto a lo largo del
protocolo.

Se ha corregido la palabra pac:ente por ”
largo del texto.

“animal o roedor” donde se menciona a lo

Revisar los lineamientes permitidos y dosis de anestesia. (Hawk TC, et al,
1999). | )

Se revisé Ia cita recomendada por la CINVA, sin embargo la dosis de ketamina
no aparece en la especie Rattus norvergicus. Debido a esto se uliliz6 esta
combinacién y dosis anestésica (Ketamina 50-90 y xilacina 5-10 mg/kg 1.P.)
Curr Protoc Neurosci. Jan 2008. La dosis manejada en este protocolo de
ketamina — xilacina (50-5 mg/ kg I.P.) como una dosis de induccién y
posteriormente se mantendrd una dosis anestésica con isofluorane (2-3
concentracion alveolar minima)

Donde se describe la induccién de anestesia, el parrafo esta cortado vy no o
contempla.

La informacién faltante con respecto al manejo anestésico ha sido adjuntada
con los datos requeridos.

Corregir ANOVA y no ANDEVA en el andlisis estadistico.

En el anslisis estadistico se utilizard ANOVA.

f) Describir los criterios de punto final.



“2014, Afio de Octavio Paz”

INSTITUTO NACIONAL DE
IENCIAS MEDICAS

C
Y NUTRICION . o
SALVADOR ZUBIRAN : México, D. F., a 13 de octubre del 2014.

$

ACIONAL DE C\EHCIA

\Nsugmc;\sv HUTRICION
“gALVADOR ZUBIRAN®

14 OCT 201

DIRECCION DE
lNVESTlGACION

i

Dr. Carlos Cesar Bravo R’U
Depto. de Cirugia Expefirfié
Fresente.

Estimado Dr. Bravo:

LAV ~:

-

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de investigacidn Experimental titulado:

. “Evaluacion del factor inducible de hipoxia en un modelo de isquemia reperfusién pulmonar
experimental en roedor.”

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacion hasta que se aclaren los siguientes
puntos: ‘ ’

a) Se sugiere revisar los errores ortograficos que presenta el-protocolo

b) Los animales de experimentacién no son pacientes, favor de corregir esto a lo
largo del protocolo. -

c) Revisar los lineamientos permitidos y dosis para analgesia y anestesia. (Hawk TC,
et al, 1999).

d) Donde se describe la induccion de anestesia, el parrafo estd cortado y no lo
contempla.

e) Corregir ANOVA y no ANDEVA en el andlisis estadistico.

f)  Describir los criterios de punto final?

g) Describir como se sacrificaran los animales? ~

h) Justificar porque utilizar una poblacién heterogénea- (hembras y machos). Se
sugiere realizar los experimentos solo en machos o solo en hembras, dado que las
hembras pueden tener una respuesta diferente frente a un fendmeno de
is'quemia/ reperfusion y si se usan solo hembras es muy importante determinar el
ciclo estrogénico en el que se encuentran.

i) Se sugiere hacer la inmunochistoquimica en el tejido puimonar

j) Justificar el numero de animales incluyendo la mortalidad del procedimiento.

k) Aclarar que los animales no regresaran al bioterio.

Es importante sefialar que las correcciones deben hacerse en el Sistema de Latis y enviar una carta
especificando la respuesta a cada punto solicitado.

Vasco de Quiroga No. 15
Cofonia Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz.mx
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INSTITUTO RACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICION X

SALVADOR ZUBIRAN _ )

Su proyecto queda registrado en esta Institucién como CINVA 1378, Clave: CEX-1378-14/15-1.

Ve gy

Sin mas por el momento quedo de usted.

L}

RN

o Atentamente,

c.c.p. Dr.Gerardo Gamba, Director de Investigacion
Dra. Ma. Elena Flores, lJefe del Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccidén XVi
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz. mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN

Direccion de Investigacion

| 'FORMA UNICA PARA REGISTRO DE
: - e PROYECTOS

FECHA DE RECEPCION: 21/08/2014 - CLAVE: CEX-1378-14/15-1

TiEULO: Evaluacién del factor inducible de hipoxia en un modelo de isquemia reperfusién pulmonar expefimental en
roedor. - : .

INVESTIGADOR RESPONSABLE: BRAVO REYNA CARLOS CESAR

DEPARTAMENTO O SERVICIO: DEPARTAMENTO DE CIRUGIA EXPERIMENTAL

NN

TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACION EXPERIMENTAL

PATROCINADORES: »
Patrocinador - Cantidad

VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 16/09/2014 al 213'/0"7/2015

Trimestre 1 Trimestre 2 Trimestre 3-- Trimestre 4

COSTO TOTALES DE LA INVESTIGACION INSTITUCIONES PARTICIPANTES

rsonal ! U $0.00)

(sueldos y sobtesueldos al personal)

Equipos L %00 .

de laboratorio, cémputo, transporte, etc.) FIRMAS .
Materiales ’ $0.0 B B

reactivos, consumibles; desechables, etc.) ‘ wasm’gador Tesponsable ‘ , Tete de Bepariamento
Animales ‘ j ' %00 : B
(adquisicion, cuidado, procedimientos, ete.) . Comite de Investigacion en Eoité de Tavestigacioplen:
i - i Humanos Animales
{Estudios » $0.0 g

de laboratorio, gabinete,especiales,ete.) - Sirecior mm'én B tor General
Viaticos L $0.0 B

e
Fecha de resolucion

reyniones cientificas y trabajo de campo)

Publicaciones _ $0.0

30 -Dic—zo4

costo directos de publicacion, sobregiro)
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCQLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

~

No. CINVA: CEX-1378-14/15-1
FOLIO DE REGISTRO:

Fecha de registro del Protocolo: 09/09/2014

_Titulo del Protocolo:

Evaluacion del factor inducible de hipoxia en un -modelo de isquemia
reperfusionpulmonar éxperimental en roedor -

LS

Propuesta: a) Nueva " b) Renovacion ¢) Segunda Revisién
e Investigador Responséble del Proyecto.
Nombre del Investigador Titular Carlos César Bravo Reyna
Institucion de Adscripcidon INCMNSZ
Departamento de Adscripcion ~ ™ Cirugia Experimental
Teléfono ’ 54870900 ext. 2501
Correo electrénico m

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcion- - ~Grado Teléfono , e-mail
Diana Aguilar Departamento | Investigador | 54870900
Ledn de Patologia | ~en Ciencias *2184
, Médicas - :
Gonzalo Torres Departamento Jefe de 54870900 . W
Villalobos Cirugia departamento *2501
: Experimental Cirugia
Experimental
Raul olmos INER Investigador T —.
Zufiga 't en Ciencias
‘ Médicas
.Rogelio Jasso | INER Jefe de _
Victoria Departamento
. Cirugia
Experimental
Patricio Santillan | INER Direccion VR R ———
Doherty - Médica

Estudiantes

Nombre Adscripcién Grado a Teléfono e-mail
~ - obtener

A Licenciatura en m

Medicina



mariela.contrerase
Cuadro de Texto
A


FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

Vigencia del Protocolo. Mes Afo
Fecha estimada de inicio del protocolo Sept 2014
Fecha tentativa de finalizacién. . . Junio 2015

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucidn en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médjgas y Nutricion Salvador Zubiran

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

OBJETIVO GENERAL -

Determinar la expresiér%dé HlF y citocinas pro—ihflamatorias en tejido pulmonar
sometido a isquemia-reperfusion durante un periodo de tiempo de 72 horas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer un modelo de isquemia-reperfusién pulmonar unilateral in vivo en
rata Wistar.

Determinar el HIF-1a las citocinas: ~FNFa, 1L-1B, IL- 6 1L-8, INOS y el NFkB
mediante la técnica de RT:PCR.

Evaluar la integridad del endotelio vascular pulmonar y el tipo de células
presentes mediante histopatologia e inmunohistoquimica.

3)  Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

La falla primaria al injerto pulmonar ocurre dentro de las primeras 72 horas pos-trasplante, a
cause de una elevada resistencia en las presiones vasculares y la liberacién de mediadores
inflamatorios; mientras que el HIF se sobre expresa como una consecuencia de la
isquemia y reperfusion del 6rgano, debido a este fendmeno se requiere estudiar el
comportamiento de este factor dentro de las primeras 72 horas en un modelo animal
(roedor) sometido a isquemia-reperfusidn y su relacion con diferentes citocinas pro-
inflamatorias involucradas e este fendmeno.

El uso de roedores es utilizado debido a que es un modelo que no implica un alto costo su
mantenimiento, dificil manejo, procedimientos quirtrgicos sencillos y disponibilidad de los
animales por parte del DIEB.




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A.
Experimentos o ejercicios de ensefianza que ‘involucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, érganos aislados, tejidos y células vivas.
Categoria B.
Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

, e as
Categoria C
Experimentos o eJercmos de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracion en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencion adicional en proporcion del nivel y la duracion de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios- de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

RN -~

Categoria D -
Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que_aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen:

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustla severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados Conscxentes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto*

El Investlgador debera consultar

WA COAT

Categoria: | A: [ B: | C: XXX [D: | E:

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccidn y refinamiento.
Para mayor informacién el Investigador debera consuiltar;
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/nan-human-primates/alossary/tuv/three-rs-principle.htm

Se ha realizado una revisién bibliografica v se encontrd que con esta muestra

(n=9) es representativa para obtener datos que el estudio requiere.

6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.
El departamento de cirugia experimental cuanta con un area de recuperacion para roedores
que tiene la luz controlada ; asi como, aislamento del medio externo y temperatura, donde se
recuperaran los animales de estudio.

o}
D




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

7} Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las actividades de este protocolo.

Género — Especie. Cantidad’ " Rango de peso Rango de edad | Sexo
Fondo genetico

Rata Wista 63 300-350g 12-16 semanas | ambos
No. de Grupos experimentales: 7

No. de animales por grupo: 9

No. TOTAL DE ANIMALES: 63

8) Especificar el tiempo que.permaneceran los animales en el bioterio.
Los animales seran enviados al Departamento de Cirugia Experimental y no
regresaran al bioterio

9)  Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacion de la dieta y de agua.

Toma de muestras bioldgicas.

Colocacion de cénulas y sondas.

3|
XX | X X

Técnica para observacion y modificacion de
conducta. s -

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos. | x

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion. x | Toracotomia lateral

Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion. - | x Toracotomia lateral (grupo
control)

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento ) X

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccién de lesiones , ' X | Isquemia-reperfusion pulmonar
, unilateral

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas téxicas
Implantes o injertos )

Estudios estereotaxicos.

Otros: ~ -

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,

4




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

volumen de aplicaciéon y volumen de toma de muestra, etc.

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o trariquilizantes qure se utilizaran."

Tipo Agente " . | Dosis Via de admén.. Frecuencia.

Anestesia Ketamina/xilacifia' | 50mg/5mg / kg Intraperitoneal Dosis Unica

Anestesia Isofluorane 2% CAM aerea

Analgésia Meloxicam 2mg/kg Subcutanea CM12hrs

Antibioterapia Amoxicilina 10 mg/kg ) Intramuscular c/24hrs

Anestesia Pentobarbital 40 mg/ kg Intraperitoneal Dosis Unica
sédico <

Eutanasia KCL ) 0.15¢g Intracardiaca Dosis Unica

e~ ~

12) ;Qué parametros empleard para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
Durante la anestesia se manejara anesteS|a inhalada y se evaluara el grado de
profundidad del animal (reflejo palpebral asi como reflejos motores) debido a que la
anestesia inhalada es bastante segura se puede profundizar o en su defecto cerrar el
circuito para el re-establecimiento del animal al termino del procedimiento quirdrgico.
Para la evaluacién del grado de analgesia se evaluara la cantidad de ingesta de
alimento y agua, aislamiento del animal, calidad del pelo, arqueamiento y lamido de la
zona de la herida quirdrgica.

U

4

13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibidticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccion).

Se manejara analgesia con meloxicam cada 12 horas y antibioterapia profilactica. El animal
sera embrocado y se realizara la antisepsia requerida para el procedimiento quirlrgico, también
el material estara estéril para cada procedimiento.

14) Evaluacion de signos de deterioro del'bienestar de los animales.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicién de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social..
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion

Escala: O si es normal, 1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado, 2 si
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esta afectado y 3 si estd muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal X )
b) Apariencia : iy X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., etc.) X
d) Conducta espontanea. - X
e) Conducta provocada. ' X
15) ¢ Cuales seran l0s criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Variacién substancial det peso corporal y si Los valores como la postura,
piloerecciéon, comportamiento social puedan verse muy afectados

Criterios de punto final “
Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden . “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten.
a. Variacion de peso corporal:
1. Aceptable una disminucién del 5-10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, pilogreccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0 siesnormal.
2. 1 siel parametro en cuestién se ve ligeramente alterado
3. 2 siesta afectado
4. 3 siestd muy afectado.
L
Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el InvestigadorResponsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensaybs piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccién de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

18)

¢ Cual sera el método de eutanasia c}ue utilizara?
Se anestesiara con pentobarbital sddico 40 mg/kg via IP y. posteriormente de manera
directa se administrara KCl/ 0.15 g via intracardiaca debido a que se realizara una

. toracotomia y se hara de manera diretta.

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.

Especie Méetodo Dosis Via
. Pentobarbital
Ratén N Asfixia con CO, 210 mg/kg IV, IP
Pentobarbital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO» 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital .
Conejo Pistola de perno cautivo 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
P barbital
Cerdo entobarbita 90 mg/kg \%
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Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacion requiere
una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable

17) El protocolo representa riesgo bioldgico?
. a)No XX b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina~el..Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomlenda consultar la clasmoamon del Center for Dlsease Control and Prevention.

P e E
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18) ¢Cual serael destmo final de Ios animales utilizados en el proyecto experimental?
Los animales seran Ilevados aun congelador y posteriormente se procedera al
manejo de desechos biolégicos no infecciosos

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales,
asi como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
gue se describen en la NOM-062-ZOO- 1999

N

&
Nombre y firma del Investigador Responsable

Integrantes de la CINVA Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan éecretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez | Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzélez / Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa:, Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres Vocal

Dr. Gonzalo Torres Vilialobos Vocal

Dr. Rafael Hernandez Gonzalez Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal Externo
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investigador responsable. M.C. Carlos César Bravo Reyna
Departamento de Cirugia Experimental
INTRODUCCION, : .

La isquemia se define como el estado en donde la perfusién arterial de un 6érgano
o un tejido es insuficiente para cumplir las demandas metabdlicas fisiologicas,
resultando en una disminucion de la tension de oxigeno al interior de las células,
. con pérdida subsecuente de la fosforilacion oxidativa y disminucion en la
generacion de Adenosintrifosfato. (ATP) (1), Por ofra parte, el fendémeno
isquemia/Reperfusion (IR)-es definido como el dafio celular que se da por la
reperfusion de un tejido isquémico-viable y es caracterizado por los siguientes
eventos metabdlicos: acidosis celular, alteracién del potencial de membrana,
edema celular, desorganizacion del citoesqueleto, incremento de hipoxantina,
disminucion de ATP, sobreexpresiéon del factor de transcripcion inducible por
hipoxia (HIF-1), incremento de proteinas de adhesion leucocitaria, aumento en la
produccion extracelular de adenosjna‘, produccion de especies reactivas de
oxigeno; (ROS) y un aumento en la produccion de citocinas como: TNFa, IL-18,
IL-6, IL-8 principalmente (2)(3)(4), cohcluyendo en dafio tisular agudo irreparable.

N

Factor de Induccion de Hipoxia, (HIF).

Para satisfacer una demanda energética fisioldgica de un organismo, es necesario
un adecuado intercambio de oxigeno tisular y celular, y cualquier variacion en esta
conlleva a una serie de respuestas complejas a nivel molecular para mantener la
homeostasis general. Al descender los niveles de PO2 (mmHg) <8% vy el" %02
<1, los sensores endogénos inician una respuesta en presencia a los cambios en
la concentracion de O2 sobre-expresando el HIF (10.). El HIF es un complejo
proteico que incrementa la expresion de factores trascripcionales especificos en
presencia de bajas concentraciones de 02 (11), la molécula es un heterodimero
con dos subunidades a y 3 con un peso molecular de 120-130 kD vy 91-94 kDa,
respectivamente. £l HIF-1a se expresa en niveles muy bajos en condiciones de
normoxia y en concentraciones normales de oxigeno en el organismo sin
embargo, la subunidad a-se encuentra en constante degradacidon por
modificaciones pos-trasduccionales dependiente de las hidroxilasas (PHD 1, 3,
prolyl-hydroxylase domain) cuyo principal sustrato es el O2 actuando sobre
esiduocs prolina (402 y 564) y la asparagina (803), la cual es degradada por e
factor inhibidor de hipoxia perteneciente a la misma familia de las PHDs,
presentes en los dominios de degradacion dependientes del oxigeno, (ODD) (12,
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13) esto permite la unidn de las proteinas Von Hippel Lindau (VHL) a los sitios
hidroxilados de HiF-1a, que forman parte del complejo E3 ubiquitin-ligasa,
provocando asi su correcta ubiquitinacion y su posterior degradacion celular.

Dano pulmonar por Isquemia-reperfusion’

El dafio ocasionado porisquemia—reperfusion en el pulmén es el resultado de una
disfuncion clinica significante, .asociada principalmente a procesos de origen
traumatico, como la ateroesclerosis, el embolismo pulmonar, la trombosis
pulmenar y también procedimientos quirlrgicos cardiacos como el bypass
pulmonar y el trasplants pulmonar (5). Este Gltimo cobra mayor importancia va qué
se considera una de las. principales opciones terapéuticas aceptadas en la
enfermedad pulmonar de tipo terminal (6). Sin embargo, la disfuncién por isquemia
reperfusion pulmonar es sin duda la causa primaria de falla que presentan los
injertos en un 15 a 30% del total de intervenciones, teniendo como resultado una
morbilidad y mortalidad temprana; la cual es desarrollada dentro de las primeras
72 horas. La fisiopatologia es caracterizada por un incremento en la resistencia
vascular pulmonar, vy en la permeabilidad celular conduciendo a la formacién de
edema. Asimismo, los cambios _bioguimicos incluyen la liberacién de productos
asociados con el dafio pulmonar (glutatién oxidasa) y una notable reduccion de
productos y subproductos sin‘tefizado§\ de forma fisiologica por el endotelio
vascular pulmonar (GMPc, NA+/K+adenosintrifostato ATPasa)(7, 8), finalmente los
hallazgos microscépicos revelan alveolos con un marcado edema perivascular, asi
como una infiltracion de leucocitos tanto intra-alveolar como instersticial con
exudado de tipo proteico, ocasionando una disfuncion endotelial (9).

Trasplante PULMONAR

La indicacion absoluta para realizar un trasplante pulmonar es el desarrollo de
enfermedad pulmonar terminal imeversible con deterioro progresivo hacia una
insuficiencia respiratoria que interfiera con las actividades cotidianas del paciente
de manera significativa (14}. Un candidato a trasplante es aquel paciente cuya
sobrevida no va a ser mayor de 12 a 18 meses en ausencia de comorbilidad
significativa. Cabe destacar ‘que la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) es la principal indicacion de trasplante pulmonar en todo el mundo vy en
México es una de las principales causas de morbilidad, la padece el 7.8% de la
poblacién mayor de 40 afios (15) y es la 5° causa de mortalidad en la poblacién
mayor de 65 anos (16). ’
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La falta de donadores de pulmén es uno de los factores mas imporianies que
limitan la aplicacion generalizada del trasplante pulmonar (17). Se obtienen
organos para trasplantes sclamente del 40% de los potenciales donadores, el
pulmén constituye Unicamente el 7% de todos los 6rganos procurados y solamente
el 10% de todos los donadores cadaveéricos tiene condiciones apropiadas para el
trasplante (14). Los pacientes con muerte cerebral son incapaces de proteger la
via aerea por lo que a menudo broncoaspiran y requieren. ventilacion mecénica,
condiciones gue aumen%an el rie“sgo de infeccion pulmonar y limitan ain mas Ia
cantidad de pulmones bara trasplante. Los criterios especificos clasicamente
utilizados para considerar una procuracion pulmonar ideal deben mostrar una
adecuada funcion pulmonar y ausencia de infeccién o dafio pulmonar intercurrente
(18).

Una vez que los pulmones .san .procurados, se almacenan en condiciones
hipotérmicas con el fin de'disminuir los requerimientos energéticos y el indice
metabdlico hasta su trasplante en el receptor, este periodo de isquemia
hipotérmica es idealmente de 4 a 8 horas. A pesar de gue la hipotermia es
esencial en la preservacion pulmonar, aln siguen apareciendo una serie de
eventos tales como el estrés oxidativo (19); inactivacion de la bomba sodio/potasio
ATPasa (Na+ / K + ATPasa), -asi como liberacién de endotelina-1 y mediadores
pro-inflamatorios que alteran el endotelio capilar, como consecuencia existe un
incremento en la resistencia vascular-pulmonar, aumento de la permeabilidad del
lecho microvascular, desbaldnce en el intercambio gaseoso, dafo endotelial
diapédesis de neutrdfilos y finalmente edema, por lo que se apoya la teoria de que
el dafio en la Falla aguda al injerio estd ocasionado principalmente por el
fenomeno IR

JUSTIFICACION,

La falla primaria al injerto pulmonarv representa la complicacion mas comun
durante las primeras 72 horas posteriores al trasplante pulmonar. La falla primaria
es el resultado del fendmeno de isquemia reperfusion, fenomeno caracterizado
por una respuesta inflamatoria sobré/agu\da que lleva a formacion de edema y en
consecuencia a una falla tisular (8,4). A pesar de una disminucidn en el
metabolismo celular mediante el uso de modernos métodos de preservacion
(soluciones de preservacion, hipotermia, acarreadores de radicales libres, etc.) Ia
expresion de factores transcripcionales inducidos por la hipoxia no han sido
completamente dilucidados para una posible inhibicidon o sobreexpresion, la cual
podria ser benéfica para el tejido.

Debido a que el factor HiF-1a estd involucrado en la respuesta a la hipoxia, en la
homeostasis del O, en la isquemia del miocardio, en isquemia cerebral, en



isquemia de la retina, en hipertension pulmonar, en isquemia reperfusion pulmonar
y en procesos tumorales (20). Resulta claro pensar que su estudio y la relacion
que tiene con otros factores y citocinas: pro ¢ anti-inflamatorias pude se de utilidad
para posteriormente llevar a cabo’ otro tipo de estudios relacionados con su
inhibicién o sobre-expresion.

HIPOTESIS .

Al cuantificar el HIF, y su relacién con diferentes factores y citocinas
proinflamatorias (TNFa, IL-1B, 1L-8, IL-8, INOS y el NFKB), durante los diferentes
tiempos de isquemia-reperfusién podria determinarse el grado de dafio en el
endotelio vascular pulmonar en las primeras 72 horas. '

RN ~
- -

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de HIF y citocinas pro-inflamatorias en tejido pulmonar
sometido a isquemia-reperfusion durante un periodo de tiempo de 72 horas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS o

Establecer un modelo de isquemia-reperfusion pulmonar unilateral in vivo en rata
Wistar.

B

Determinar el HiF-1a las citocinas: TNFa, IL-1B8, 1L-6, IL-8, iINOS y el NFkB
mediante la técnica de RT-PCR. :

Evaluar la integridad del endotelio vascular pulmonary el tipo de células presentes
mediante histopatologia e inmunohistoquimica.

MATERIAL Y METODOS
Animales.

Para este estudio se utilizaran 4 ratas Wistar de ambos saxos pesando (300-350
gr) y clinicamente sanas. Estos animales seran sujetos a isquemia reperfusién de
acuerdo al grupo de estudio.

Los animales seran manejados de acuerdo a la NOM 062-Z00-1989 con
referencia al uso y cuidado de los animales de laboratorio y autorizado
previamente por el Comité de Investigacion en Animales del INCMNSZ. E estudio
sera de tipo Experimental, Prospectivo y Transversal.




Anestesia y tecnica quirtrgica. .

La induccion anesiésica: se realizara mediante la inyeccidn de ketamina/xilacina
/1 Omg/:’ima/ kg via IP). Acto beguldo se intubaran de manera orotraqueal con un
catéter # 16 G y se conectarédn a Un respirador para roedores (Kent Scientific RSP
1002), se mantendra la anestesia con un CAM de isofiuorane al 2% y oxigeno al
100 %. Se manejard un volumen corriente de 6-8 ml/ Kg y una presion positiva al
final de la expiracion de 2-2.5 cm de HZO y una frecuencia respiratoria de 60
RPM.

Se colocaré el paciente en decubito lateral derécho v se rasurara y se hara
antisepsia en el area correspondiente a la incisidn en el térax, después se
realizara una incision de 1.5 cm de longitud entre el 4-5 espacio intercostal para
abordar de manera directa el hilio pulmonar. Acto seguido se desconectara el
ventilador durante 30 segundos para disecar la arteria, vena y bronquio pulmonar
izquierdo. Se colocara un microclamp para cortar el flujo circulatorio y aéreo, de
esta manera se empezara el tiempo de isquemia con una duracién de 45 minutos
y posteriormente se retirara el pinzamiento e iniciara la fase de reperfusion. Para
finalizar el procedimiento quirlrgico se insuflara el puimén a su capacidad total
para cerrar la cavidad toracjca y recUperar la presion negativa. Se manejara
antibioterapia con Amoxicilina 10 mg/kg IM 24 horas previas al procedimiento
quirtrgico v cada 24 hrs; la analgesia serd manejada con meloxicam a una dosis
de 2mg/kg SC ¢/12 hrs.

Dependiendo del grupo de estudio se determinara el tiempo de reperfusion que
sera de 1hr, 6hrs, 12hrs, 24hrs, 48hrs v 72hrs mas un grupo control. Al término de
cada periodo se anestesiara el paciente con pentobarbital sodico via LP.
(40mg/kg) vy se realizara eutanasia con KCL (0.15g/ 0.5 ml dosis total) via
intracardiaca. Se tomaran muesiras de tejido pulmonar y se conservaran en
nitréogeno a -70°C vy se realizara reaccion de la polimérasa en cadena en tiempo
real (RT-PCR) para la determinacién de HIF1-a y citocinas (NFkB, iINOS, TNFq,
IL-13, 1L-6, IL-8). Otras muestras se conservaran en formaldehido v
paraformaldehido para la realizacion de histopatologia e inmunohistoquimica.

~ -

Grupos de estudio

Estos grupos fueron estimados, por medio de la formula de calculos de muestra

- para probar hipotesis en estudios que comparan dos medias (21) (22).

Grupo control (n= 9) Animales con toracotomia, diseccion def hilio pulmonar y sin
pinzamiento.



Grupo I-R 1 hr (n=9) Animales sometidos a lsquemia Pulmonar 45 min v 1 hr. de
reperiusion.

I}

Grupo I-R 6hrs (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 6 horas

de reperfusion.

Grupo I-R 12hrs (n=9) Amm’w!ea sometidos a Isquemia Pu.monar 45 miny 12 hrs

B

de reperfusion. : o
Grupo I-R 24 hrs (n=9) Ammales somoudos a Isquemia Pulmonar 45 min \/ 24 hrs
de reperfusion.

Grupo I-R 72 hrs (n=9) Animales sometidos a Is quemia Pulmonar 45 min y 48 hrs
de reperfusion. e -

Grupo I-R 72 hrs (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 15 miny 72 hrs
de reperfusion. ‘ -

Caracterizacion de células pulmonares:

L

o Morfologia, mediante la tincion_de hematoxilina-eosina se evaluara la
estructura del pulmon especialmente "la conservacion del endotelio vascular
pulmonar, .

Analisis génico de la poblacién pulmonar:

® Mediante RT-PCR tiempo real ss evaluara la presencia o ausencia del
ARNm de genes involucrados con el dafio por is quemia-reperfusion (HIF-1 q,
INOS, NFk B, TNFaq, IL-1B, 1L-6, IL-8).

Analisis estadistico

Se llevara a cabo mediante pruebas paramétricas: ANDEVA y prueba de TUKEY
para comparacién de medias entre grupos. Para los estudios iInmunohistoquimicos

‘se realizaran pruebas no paramétricas; Kruskal-Wallis.
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Evaluacion del factor inducible de hipoxia en un modelo de isquemia
reperfusién pulmonar experimental en roedor.

INTRODUCCION.

La isquemia se define como el estado en donde la perfusion arterial de un érgano
o un tejido es insuficiente para cumplir.las demandas metabdlicas fisioldgicas,
resultando en una disminucion de la tension-de oxigeno- al interior de las células,
con pérdida subsecuente de .la fosforilacion oxidativa y disminucién en la
generacion de AdenOs"intrifosfato (AT'P) '( 1), Por otra parte, el fenémeno
Isquemia/Reperfusion (IR) es defmldo como el dano celular que se da por la
reperfusion de un tejido isquémico viable y es caracterizado por los S|gu1entes
eventos metabolicos: acidosis celular, alteracion del potencial de membrana,
edema celular, desorganizacion del citoesqueleto, incremento de hipoxantina,
disminucion de ATP, sobreexpresmn del factor de transcripcion inducible por
hipoxia (HIF-1), incremenitd. de protelnas de adhesion leucocitaria, aumento en la
produccion extracelular de adenosina, produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y un aumento en la produccion de citocinas como: TNFa, IL-1B, IL-
6, IL-8 principalmente (2)(3)(4), concluyendo en dafo tisular agudo irreparable.

Factor Inducible de Hipdxia, (HIF).

Para satisfacer una demanda energética fisiologica de un organismo, es necesario
un adecuado intercambio de oxigeno tisular y celular, cualquier variacion en esta
conlleva a una serie de respdestas complejas a nivel molecular para mantener la
homeostasis general. Al descender los niveles de PO, (mmHg) <8% vy el %02
<1, los sensores enddgenos inician una respuesta en presencia a los cambios en
la concentracion de O2 sobre-expresando el HIF (10). El HIF es un complejo
proteico que incrementa la expresion de factores trascripcionales especificos en
presencia de bajas concentraciones de 02 (11), la molécula es un heterodimero
con dos subunidades a y B con un peso molecular de 120-130 kD y 91-94 kDa,
respectivamente. El HIF-1a se expresa en niveles muy bajos en condiciones de
normoxia y en concentraciones normales de oxigeno en el organismo, sin
embargo, la subunidad a se eéncuentra en constante degradacion por
modificaciones pos-trasduccionales dependiente de las hidroxilasas (PHD 1, 3,
prolyl-hydroxylase domain) E:uyo principal sustrato es el O, hidroxilando residuos
de prolina (402 y 564) presentes en los dominios de degradacion dependientes del
oxigeno (ODD) y de asparagina (803), la cual es degradada por el factor inhibidor
de hipoxia perteneciente a la misma familia de las PHDs (12, 13), esto permite la
uniéon de las proteinas Von Hippel Lindau (VHL) a los sitios hidroxilados de HIF-1q,
que forman parte del complejo E3 ubiquitin-ligasa, provocando asi su correcta
ubiquitinacion y su posterior degradacion celular. A




Darno pulmonar por Isquemia-reperfusion

El dafio ocasionado por isquemia-reperfusion en el pulmdn es el resultado de una
disfuncion clinica significante, asociada principalmente a procesos de origen
traumatico, como la ateroesclerosis, el- embolismo pulmonar, la trombosis
pulmonar y también procedimientos quirlrgicos cardiacos como el bypass
pulmonar y el trasplante.pulmonar (5). Este Gltimo cobra mayor importancia ya que
se considera una de las priQ‘cjpales opciones terapéuticas aceptadas en la
enfermedad pulmonar de tipo terminal (6). Sin embargo, la disfuncion por isquemia
reperfusion pulmonar es sin duda la causa primaria de falla que presentan los
injertos en un 15 a 30% del total de intervenciones, teniendo como resultado una
morbilidad y mortalidad temprana; la cual es desarrollada dentro de las primeras
72 horas. La fisiopatologié es caracterizada por un incremento en la resistencia
vascular pulmonar, y en'la péfhﬁeébilidad celular conduciendo a la formacion de
edema. Asimismo, los cambios bioquimicos incluyen la liberacion de productos
asociados con el dafio pulmonar (glutation oxidasa), y una notable reduccion de
productos y subproductos sintetizados de forma fisiologica por el endotelio
vascular pulmonar (GMPc, NA+/K+adenosintrifostato ATPasa) (7, 8), finalmente
los hallazgos microscépicos revelan alveolos con un marcado edema perivascular,
asi como una infiltracion de leucocitos tanto intra-alveolar como instersticial con
exudado de tipo proteico, ocasioﬁando una disfuncién endotelial (9). Al bajar la
concentracion de O, el HIF 1 a deja de ser hidroxilado y suspende su
degradacion, esto permite la dimerizacion con HIF1g vy la expresion de factores
angiogeénicos como VEGF, FGFb, HGF.

Trasplante PULMONAR

La indicacion absoluta para realizar un trasplante pulmonar es el desarrollo de
enfermedad pulmonar terminal irreversible con deterioro progresivo hacia una
insuficiencia respiratoria que interfiera con las actividades cotidianas del paciente
de manera significativa (14). Un candidato a trasplante es aquel paciente cuya
sobrevida es no mayor de 12 a 18 meses en ausencia de comorbilidad significativa
extrapulmonar. Cabe destacar que la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) es la principal indicacion de trasplante pulmonar en todo el mundo y en
Meéxico es una de las principales causas de morbilidad, la padece el 7.8% de la
poblacion mayor de 40 afios (15) y es la 5° causa de mortalidad en la poblacion
mayor de 65 afios (16).




La falta de donadores de pulmén es uno de los factores mas importantes que
limitan la aplicacion generalizada del trasplante pulmonar (17). Se obtienen
organos para trasplantes solamente del 40% de los potenciales donadores, el
pulmon constituye Unicamente el 7% de todos los 6rganos procurados y solamente
el 10% de todos los donadores cadavéricos tiene condiciones apropiadas para el
trasplante (14). Los pacientes con muerte cerebral son incapaces de proteger la
via aérea por lo que a menudo broncoaépir.an y requieren ventilacion mecanica,
condiciones que aumentan el riesgo de infeccion pulmonar y limitan adan mas la
cantidad de pulmones d"‘para tré‘splante; Los criterios especificos clasicamente
utilizados para considerar una” procuracion pulmonar ideal deben mostrar una
adecuada funcion pulmonar y ausencia de infeccion o dafio pulmonar intercurrente
(18).

Una vez que los pulmones son procurados, se almacenan en condiciones
hipotérmicas con el fin de disminuir los requerimientos energéticos y el indice
metabolico hasta su trasplante en el receptor, este periodo de isquemia
hipotérmica es idealmente de 4 a 8 horas. A pesar de que la hipotermia es
esencial en la preservacion pulmonar,- alin siguen apareciendo una serie de
eventos tales como el estrés oxidativo (19); inactivacion de la bomba sodio/potasio .
ATPasa (Na+ / K + ATPasa), asi como liberacién de endotelina-1 y mediadores
pro-inflamatorios que alteran -el-endotelio capilar, como consecuencia existe un
incremento en la resistencia vascular pulmonar, aumento de la permeabilidad del
lecho microvascular, desbalance en el intercambio gaseoso, dafo endotelial,
diapédesis de neutrofilos y finalmente edema, por lo que se apoya la teoria de que
el dafio en la falla aguda al injerto esta ocasionado principalmente por el fenomeno
R.

JUSTIFICACION.

La falla primaria al injerto pulmonar representa la complicacion mas comun
durante las primeras 48 horas posteriorés al trasplante pulmonar. La falla primaria
es el resultado del fenomeno de IR, fendmeno caracterizado por una respuesta
inflamatoria sobreaguda que lleva a formacion de edema y €n consecuencia a una
falla tisular (8,4). A pesar de una disminucion en el metabolismo celular mediante
el uso de modermnos meétodos de preservacion (soluciones de preservacion,
hipotermia, acarreadores de radicales libres, etc.) la expresion de factores
transcripcionales inducidos por la hipoxia no han sido completamente dilucidados
para una posible inhibicion o sobreexpresion, la cual podria ser benéfica para el
tejido.

Debido a que el factor HIF-1a esta involucrado en la respuesta a la hipoxia, en la
homeostasis del Oy, en la isquemia del miocardio, isquemia cerebral, isquemia de




la retina, hipertension pulmonar, isquemia reperfusion pulmonar y en procesos
tumorales (20). Resulta claro pensar que su estudio y la relacién que tiene con
otros factores y citocinas pro y anti-inflamatorias puede ser de utilidad para llevar a
cabo otro tipo de estudios relacionados con su inhibicion o sobre- -expresion.

HIPOTESIS

Al cuantificar el HIF,- vy su’ relacién con diferentes factores y citocinas
proinflamatorias (TNFa, 1L-1B, H.-6, IL-8, INOS y el NFkB), durante los diferentes
tiempos de IR podria determinarse el grado de dafio en el endotelio vascular
pulmonar en las primeras 72 horas.

OBJETIVO GENERAL

A -~

Determinar la expresiénvdé HIF y citocinas pro-inflamatorias en tejido pulmonar
sometido a isquemia-reperfusion durante un periodo de tiempo de 48 horas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Establecer un modelo de IR pUI’nﬁ‘ona’F unilateral in vivo en rata Wistar.

Determinar el RNAm el HIF-1q, NFkB {as citocinas; TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, INOS
mediante la técnica de RT-PCR.

Evaluar la mtegrldad del endotelio vascular pulmonar y el tipo de células presentes
mediante histopatologia e inmunohistoquimica.

MATERIAL Y METODOS
Animales.

Para este estudio se utilizaran 63 ratas Wistar de sexo macho (300-350 gr) y
clinicamente sanas. Estos animales seran sujetos a IR de acuerdo al grupo de
estudio.

Los animales serdn manejados de acuerdo a la NOM 062-ZO0-1999 con
referencia al uso y cuidado de los animales de laboratorio y autorizado
previamente por el Comité de Investigacion en Animales del INCMNSZ. El estudio
sera de tipo Experimental, Prospectivo y Transversal.

- Criterios de inclusion.




Se incluiran ratas clinicamente sanas y de sexo macho.
Criterios de exclusion

Ratas que sean hembras y que no estén clinicamente sanas seran excluidas del
estudio. :

Criterios de eliminacion y punto final.

Animales que presenten signos::de enfermedad respiratoria al momento del
procedimiento quirdrgico o que presenten lesiones en el pulmoén izquierdo al
momento de realizar la toracotomia lateral. Durante el. periodo pos-quirlrgico se

* manejara analgesia con meloxicam a la dosis recomendada en la metodologia; si
algun animal presenta distress respiratorio en las primeras dos horas
posquirlrgicas se realizara eutanasia como punto final. Durante las 6, 12, 24, 48 y
72 horas pos-cirugia se .obsefvarade manera individual a cada animal que no
muestre pelo hirsuto, aislamiento hacia un rincén de la caja, inapetencia
(anorexia), agresividad como signos de dolor. En caso de observar todos estos
signos se tomara como punto final para realizar eutanasia en el animal.

Anestesia y técnica quirtrgica.

La induccién anestésica se realizara mediante la inyecciéon de ketamina-xilacina
(50mg y 5 mg / kg via IP). Acto seguide se intubaran de ‘manera orotraqueal con
un catéter # 16 G y se coneétaran a un respirador para roedores (Kent Scientific
RSP 1002), se*mantendra la anestesia -con un CAM de isofluorane al 2% y
oxigeno al 100 %. Se manejara un volumen corriente de 6-8 ml/ kg y una presion
positiva al final de la expiracion de 2-2.5 cm de H;O y una frecuencia respiratoria
de 70-80 RPM.

Se colocara la rata en decubito lateral derecho y se rasurara y se hara antisepsia
en el area correspondiente a la incisidon en el tdrax, después se realizard una
incision de 1.5 cm de longitud entre el 4-5 espacio intercostal para abordar de
manera directa el hilio pulmonar. Acto_seguido se- desconectara el ventilador
durante 30 segundos para disecar la arteria, vena y bronquio pulmonar izquierdo.
Se colocara un microclamp para cortar el flujo circulatorio y aéreo, de esta manera
se empezara el tiempo de isquemia durante 45 minutos, posteriormente se retirara
el pinzamiento e iniciara la fase de reperfusion. Para finalizar el procedimiento
quirdrgico se insuflara el pulmén a su capacidad total para cerrar la cavidad
toracica y recuperar la presion negativa. Se manejara antibioterapia con
Amoxicilina 10 mg/kg IM 24 horas previas al procedimiento quirlrgico y cada 24
hrs; la analgesia sera manejada con meloxicam a una dosis de 2mg/kg SC c¢/12
hrs.




Dependiendo del grupo de estudio se determinara el tiempo de reperfusion que
sera de 1hr, 6hrs, 12hrs, 24hrs, 48hrs y 72 hrs mas un grupo control. Al término de
cada periodo se anestesiara la rata con pentobarbital sédico via I.P. (50mg/kg) vy
se realizara eutanasia con KCL (0.15g/ 0.5 ml dosis total) via intracardiaca. Se
tomaran muestras de tejido pulmonar y se conservaran en nitrogeno a -80°C y se
realizara reaccion de la polimerasa en cadena en tiempo real (RT-PCR) para la
determinacion de HIF1-a y citocinas (NFkB; INOS, TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8). Otras
muestras se conservaran en formaldehido y .paraformaldehido para la realizacion
de histopatologia e lnmunohlstoqulmlca

Finalmente los animales seran- :colocados en bolsas amarillas para residuos
biolégicos no infecciosos y se llevaran a un congelador destinado para el desecho
de dichos residuos. :

&

Grupos de estudio

Estos grupos fueron estimados; por medio de la formula de célculos de muestra
para probar hipotesis en estudios que comparan dos medias (21) (22).

Grupo control (n= 9) Animales con toracotomia, diseccién del hilio pulmonar y sin
pinzamiento.

Grupo I-R 1 hr (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 1 hr. de
reperfusion.

Grupo |-R 6hrs (n=9) Ammales sometides a Isquemla Pulmonar 45 min y 6 horas
de reperfusion.

Grupo I-R 12hrs (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 12 hrs
de reperfusion.

Grupo I-R 24 hrs (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 24 hrs
de reperfusion.
Grupo I-R 48 hrs (n=9) Ammales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 48 hrs

de reperfusion.

Grupo I-R 72 hrs (n=9) Animales sometidos a Isquemia Pulmonar 45 min y 72 hrs
de reperfusion.

Caracterizacion de células pulmonares:

Morfologia, mediante la tincion de hematoxilina-eosina se evaluara la estructura
del pulmon, especialmente la conservacion del endotelio vascular pulmonar. Se




realizara inmunohistoquimica para determinar que células del pulmén estan
liberando las diferentes citocinas de estudio.

Analisis génico de la poblacion pulmonar:

Mediante RT-PCR tiempo real se evaluara la presencia. -0 ausencia del ARNm de
genes involucrados con el dafo por |squem|a reperfusion (HIF-1 a, iINOS, NFk B,
TNFa, IL-13, IL-6, IL-8). -

[ S W

Analisis estadistico

* Se llevara a cabo mediante pruebas paramétricas: ANOVA y prueba de TUKEY
para comparacion de medias entre grupos: Para los estudios inmunohistoquimicos
se realizaran pruebas no paramétricas; Kruskal-Wallis.
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