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HIPOTESIS

El respirar repetidamente bajo cargas inspiratorias resistivas de intensidad leve-moderada

es un estimulo suficiente para inducir cambios estructurales en los musculos respiratorios.

Parte de estos cambios pueden ser considerados como adaptativos.

En concreto,

- Se producira dafo de membrana en las fibras de los musculos respiratorios en estas

condiciones. Este dafo desencadenaria o coexistiria con el proceso de

remodelamiento y adaptacién del musculo.

- Se activara la expresion de los genes codificadores de la isoforma de miosina mas

resistente a la fatiga (MyHC tipo |). Como consecuencia se modificaran los

porcentajes relativos y tamafos de las fibras musculares en los musculos

respiratorios.

- Se inducirad una respuesta de tipo inflamatorio en los musculos respiratorios. Esta

sefal estara modulada por el grado de actividad desarrollado por el musculo y

eventualmente por la expresion de citocinas anti-inflamatorias.

La existencia de una sefial sistémica, coexistente con el estimulo mecanico local, implicara

que algunos de los fendmenos mencionados también puedan ser observados en musculos

que, al no participar en la respiracion, no han sido sometidos directamente a las cargas

antes citadas (efecto de transferencia).
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OBJETIVOS

Evaluar el dafo de membrana secundario a la aplicacion intermitente de cargas
inspiratorias de intensidad leve-moderada en los musculos respiratorios.
Secundariamente:

1.a. Valorar la utilidad de la técnica inmunohistoquimica de detecciéon de

fibronectina intracelular en la determinaciéon del dafio de membrana.

1.b.  Evaluar si existe efecto de transferencia a grupos musculares alejados de

aquellos que participan en la funcion respiratoria.

Valorar los efectos de la aplicacion de las cargas inspiratorias resistivas en los
eventuales cambios en la expresion de las isoformas de miosina de cadena pesada,
y los porcentajes relativos de las mismas, asi como los tamarfios de las fibras en los

musculos respiratorios.

Evaluar los efectos del modelo experimental (traqueostomia y respiracion bajo
cargas inspiratorias resistivas) sobre la expresion de citocina inflamatoria TNF-a y la
citocina anti-inflamatoria IL-10, en los musculos respiratorios.

Secundariamente:

3.a. Valorar si existe efecto de transferencia a grupos musculares alejados de

aquellos que participan directamente en la respiracion.
3.b. Evaluar el eventual efecto modulador de la actividad muscular sobre las

expresiones de TNF a y IL-10. Asi como de la segunda citocina sobre la

primera.
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MATERIALES Y METODOS

4,1- CONSIDERACIONES GENERALES.

Este capitulo consta fundamentalmente de dos estudios experimentales: El primero es la
validacién de la técnica inmunohistoquimica de deteccion de fibronectina intracelular para medir
el dafo de membrana citoplasmatica en las fibras musculares. El segundo es un modelo canino
para evaluar los efectos producidos en los musculos respiratorios y periféricos por la aplicacion
de las cargas inspiratorias resistivas. Este modelo trata de simular la situacion crénica que
afecta a los mismos musculos en pacientes con EPOC.

El modelo animal de obstruccion al flujo aéreo se diseid para la realizacion de esta Tesis
Doctoral. Este modelo de obstruccion al flujo aéreo se realizé conjuntamente con el Servicio de
Neumologia del Hospital de Cruces, Universidad del Pais Vasco (Vizcaya). El desarrollo
experimental del modelo animal, la aplicacion de las cargas inspiratorias resistivas, la
manipulacion de los animales y la obtencidn de las biopsias laterales y contra-laterales de los
musculos: intercostal externo, diafragma y vasto interno, fueron realizadas en el centro de

investigaciones de esa institucién, de donde posteriormente se enviaron las muestras a nuestro
grupo.

Las biopsias musculares de los animales se recibieron en el IMIM por mensajeria convencional.
Las muestras musculares incluidas en parafina se recibieron a temperatura ambiente y las
incluidas en O.C.T. o las criopreservadas directamente sin ningun preservante, segun queda
especificado mas adelante en este capitulo, siempre llegaron en abundante nieve carbénica, en
un plazo no mayor de 24 horas posteriores a su obtencion. Estas muestras criopreservadas se
almacenaron a —80°C hasta el momento de su utilizacion.

Las muestras en su totalidad se procesaron por el autor de este trabajo de tesis doctoral en dos
laboratorios: Primero, el procesamiento de todas las biopsias caninas para las determinaciones
del tamafo y la tipificacion fibrilar, asi como la determinacion porcentual de proteinas
estructurales y dafio de membrana se realizaron en el laboratorio de investigacion del grupo,
adjunto al Servicio de Neumologia del Hospital del Mar — IMIM. Segundo, la cuantificacion de las
isoformas de cadena pesada de la miosina (MyHC |y MyHC Il) y la expresion de citocinas TNF-a
y IL-10, asi como de la b-actina, se realizaron en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto de

Biotecnologia y Biomedicina “Vicent Villar i Palasi” (Universidad Auténoma de Barcelona).
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Se escogié un modelo experimental en perro (raza Beagle) atendiendo, por una parte, a que

existen estudios previos de modelos similares en nuestro grupo (Gea, 1997, 2000); y por otra
parte, el perro es un animal lo suficientemente grande que nos permite una instrumentalizacion y
manejo adecuado. Otro aspecto importante que hemos tenido en cuenta es que este modelo
canino permite una extrapolacion de los resultados experimentales obtenidos a eventos similares
presentes en pacientes con EPOC. El perro, al igual que el hombre, tiene como principales
musculos respiratorios involucrados en la inspiracién el diafragma y los musculos intercostales
externos.

En este trabajo fundamentalmente utilizamos la técnica de Procion orange en un estudio colateral,
realizado en ratones, para valorar los resultados obtenidos por la técnica de deteccion de este
colorante con los obtenidos por la técnica de deteccion de fibronectina intracitoplasmatica. Una
vez comprobado que existe una elevada correlacion entre ambas técnicas determinamos utilizar
la técnica de deteccion de fibronectina intracitoplasmatica para evaluar las células dafadas. Esto
permitié la evaluacion antes y después de la aplicacién de cargas inspiratorias resistivas. No se
utilizé la técnica de determinaciéon de pérdida de la desmina citoplasmatica ya que los resultados
de ésta ultima se correlacionan inversamente con los obtenidos en la deteccién de fibronectina
(Friden y Lieber, 1998).
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4,2- ESTUDIO 1: VALIDACION DE LA TECNICA DE DETECCION DE FIBRONECTINA
INTRACELULAR, EN LA EVALUACION DEL DANO DE MEMBRANA.
4,2,1- Poblacién: Estuvo compuesta por 8 ratones jovenes de raza Swiss, que tenian

entre 35-40 g de peso.

4,2,2- Biopsias del estudio: Estuvo compuesto por 8 muestras musculares procedentes
del vastus medialis de estos ratones.

4,2,3- Protocolo para provocar dafio de membrana en ratones.

Los ratones se colocaron en posicion supina y se fijaron a un soporte plano. El animal fue
anestesiado con ketamina 200 ml/Kg y diazepam 5 ml/Kg. En una de las dos extremidades
inferiores se indujeron contracciones eléctricas “twitch” a diferentes frecuencias de
intensidad (0-80 Hz, Grass Stimulator S48, AstroMed Inc, West Warwick, Rl, EEUU) durante
10 min. A las 24 horas de la estimulacién se procedié a la infusion de una solucién de Procion
orange al 1% en CINa al 0,9%, en un volumen total 1.2 ml (Sigma Chemical Co, St Louis, EEUU)
por via endovenosa (vena lateral caudal) a un ritmo de 3.6 ml/h (Perfusor Secura FT, Braun,
Mesulgen, Alemania) (figura 6). Pasados 30 min., se obtuvieron las biopsias musculares con
el animal bajo los efectos de la anestesia general.

4.2.4- Procesamiento de las muestras.

Las muestras musculares se obtuvieron mediante biopsia del musculo antes mencionado e
inmediatamente fueron incluidas directamente en una capsula que contenia ornitil carbamil
transferasa (O.C.T) como medio de preservacion (O.C.T. Compound, Sakura, Japon). La
capsula con el fragmento muscular se deposité sobre isopentano previamente congelado en
nitrogeno liquido durante unos minutos. Este procedimiento proporciond una congelacién
gradual de la muestra. Posteriormente se envolvié el bloque en papel de aluminio, se
transportd en nitrégeno, y se almacend a —80°C hasta el momento de su utilizacion.
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Figura 6. Foto tomada en el laboratorio del Dr. JB. Galdiz. Hospital de Cruces.
Universidad del Pais Vasco. Administracion por via intravenosa del Procion orange
durante un estudio realizado con ratones para validar la técnica para detectar
dafio de membrana fibrilar por deteccion de fibronectina. ( Cortesia del Dr. Galdiz ).

39



MATERIALES Y METODOS

Se realizaron cortes de 3 nm de espesor, de las muestras criopreservadas en O.C.T., con un
criotomo a —20°C (HM 505 E, MICROM Intl GmbH, Walldorf, Alemania), siempre con las fibras
musculares orientadas perpendicularmente al plano de corte. El plano perpendicular de las
fibras se determind con una tincibn de hematoxilina (hematoxilina de Harris. Sigma
diagnostics, ACCUSTAIN '™, San Luis, CA, EEUU) en los primeros cortes realizados de cada
bloque. Se depositaron dos cortes en cada portaobjeto previamente tratado con 3-
aminopropiltrietoxilano 99% (APES) para una mejor fijacién del tejido. Varios cortes de este
tejido se almacenaron a —80°C hasta el momento de utilizarlos.

4,2,5- Técnica inmunohistoquimica para la deteccién de fibronectina intracelular.
(Segun metodologia descrita por Vartio, 1987).

Durante la década de los 90 se desarrollaron diferentes técnicas inmunohistoquimicas con el

objetivo de evaluar el dafio de membrana, como ya se ha mencionado. El principio general de

estos procedimientos esta en detectar proteinas celulares y del citoesqueleto que, como

consecuencia del dafio, tienen una localizacion atipica en el tejido. Un ejemplo de estas

técnicas es la deteccion de fibronectina (una proteina de localizacion extracelular) dentro del

citoplasma fibrilar como consecuencia del “dafio” presente en la membrana de la fibra.

Se llevé a cabo la técnica inmunohistoquimica sobre cortes de tejidos incluidos y
criopresevados en O.C.T.. Los cortes se secaron durante 1 hora a temperatura ambiente y
se anadieron 50 nt de acetona helada para una mejor fijacién del tejido a la superficie del
portaobjetos. Finalmente, todos los cortes se incubaron en Tampoén Fosfato Salino: NaCl 120
mM/L, KCI 2.7 mM/L, tampédn fosfato 10 mM/L, pH 7,4 (PBS) durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Para la determinacion del dafno de membrana por detecciodn de fibronectina intracelular se
utilizé el anticuerpo (IgG) policlonal anti-fibronectina (PC057, The Binding Site, Birmingham,
Inglaterra) a una dilucién de trabajo de 1:400. Cada portaobjetos contenia dos cortes de tejido:
en el primero se llevd a cabo la reaccién inmunohistoquimica de reconocimiento con el
anticuerpo anti-fibronectina y el otro corte del mismo portaobjetos se utiliz6 como control del
sistema de revelado. En este segundo corte se sustituyé el primer anticuerpo por tampén
fosfato-salino pH 7,4 y albumina de suero bovino al 1% (PBS-BSA al 1%). Finalizada la
incubacién de 1 hora a 37°C, las muestras se lavaron 5 veces a intervalos de 5 min. en PBS.
Este paso siempre se repitid igual después de las sucesivas incubaciones que tiene la
técnica, utilizando el anticuerpo secundario conjugado con biotina y el complejo
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estreptoavidina-peroxidasa. Las diluciones de todos los anticuerpos utilizados se realizaron
siempre utilizando PBS-BSA 1%.

El segundo anticuerpo utilizado en la técnica inmunohistoquimica fue anti-IgG de ratén
biotinilado (AB600, The Binding Site, Birmingham, Inglaterra) a una dilucion de trabajo de 1:200
y las muestras se incubaron a 37°C durante 30 min. Después de los lavados con PBS las
muestras se incubaron en una solucién de H,0, al 6% durante 15 min. a temperatura
ambiente, con el objetivo de inactivar en el tejido la peroxidasa endogena. Finalmente se
adiciond el complejo estreptoavidina-peroxidasa (IC019, The Binding Site, Birmingham,
Inglaterra) a una dilucidon de trabajo de 1:200 y las muestras se incubaron en iguales
condiciones a la descrita anteriormente. La reaccion de coloracion de las células que tenian
fibronectina dentro de su citoplasma se llevé a cabo sumergiendo las muestras en un tampoén
que contenia el sustrato 3-3’diaminobenzidina (DAB) (DAB, D5337, Sigma, St Louis, EEUU)
0,025% y 0,1% H,O, en PBS durante 10 min. La reaccién enzimatica se detuvo con H,O
destilada y las células se contrastaron durante 30 seg. con tincion en hematoxilina de Mayer.
Finalmente los cortes de tejido se deshidrataron a diferentes concentraciones de etanol al
70%, 96% y 100%, y finalmente con xilol. Las muestras se montaron utilizando medio soluble
para montaje de xilol neutro PERTEX (PERTEX Medite, Burgdors, Alemania).

Las imagenes de las muestras tefiidas se captaron en un microscopio 6ptico (Olympus BX-
50, Olympus Optical Company, Tokio, Japon) y se digitalizaron a través del programa Pixera
(Pixera Studio 1.2, Visual Communication System, Pixera Corporation, Los Gatos, CA, EEUU).
Se contaron mas de 100 fibras por corte histologico y se establecieron los porcentajes
contabilizando las células que presentaban fibronectina intracelular (células dafiadas) y las
que no la presentaban (células no dafadas).

4,2,6- Técnica para determinar la presencia de colorante Procion orange

intracelular. (Segun metodologia descrita por Johnson y Nogrueira, 1981).
La técnica de deteccién intracelular de Procién orange se basa en la difusidon pasiva de este
colorante de bajo peso molecular a través de los pequefios “poros” que se abren en la
membrana celular como consecuencia del dafio. Esta técnica se ha establecido como una
técnica de referencia o “gold standard” en la determinacién del dafio de membrana. Sin
embargo, adolece del defecto de la toxicidad del colorante, por lo que dificulta los estudios de
intervencion.
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Cortes consecutivos, a los realizados para la deteccion de fibronectina intracelular, se
montaron utilizando una solucién de p-phenilenediamina al 1% en PBS / glicerol (1:9) y se
evaluaron directamente en un microscopio Optico de fluorescencia (Serie Bx 5073, Olympus
Optical Company, Tokio, Japén). Se tomaron fotografias a 100x de aumento en una camara
fotografica Olympus SC35 (Olympus Optical Company, Tokio, Japdn). Se contaron mas de
100 fibras y se establecieron los porcentajes de células que presentaban procion orange en
su citoplasma como consecuencia del dafio de membrana (figura 7).

Las fibras que presentaron Procion orange en su citoplasma fueron contadas como fibras
con dafio de membrana y las fibras que no lo presentaban como fibras sin dafio de
membrana.
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4,3-

4,3,1-

4,3,2-

ESTUDIO 2: MODELO EXPERIMENTAL CANINO PARA LA OBSTRUCCION
AL FLUJO AEREO, CON LA APLICACION DE CARGAS INSPIRATORIAS
RESISTIVAS.

Poblacion: grupo estudio y grupo control.

Grupo estudio:  Esta constituido por 6 perros de raza Beagle. A estos perros se
les realizé una traqueostomia el primer dia de la fase experimental. Se tomaron
biopsias de los siguientes musculos: diafragma, intercostal externo y vasto interno
del musculo cuadriceps, antes de ser sometidos a ningun tipo de cargas
inspiratorias resistivas. El dia 15 de la fase experimental, después de haber
realizado el programa de cargas inspiratorias resistivas y antes de ser sacrificados,

se volvieron a tomar biopsias contralaterales de los mismos musculos.

Grupo control: Esta constituido por 3 perros de raza Beagle. A este grupo de
animales se le realizd el mismo procedimiento que a los animales incluidos en el
grupo de estudio. Sin embargo no se sometieron a cargas inspiratorias resistivas
durante la fase experimental. El reducido niumero de animales intervenidos viene

determinado por consideraciones éticas.

Esquema general del procedimiento experimental.

DIAl-- - - - - --DIA3/ /01 0101111111111 [/ | DAl

; Reposo Hup Aplicacion de cargas inspirfjtorias
Fesistiva

(15% Presién Inspiratoria Maxima (PIM), 2h / dia

Traqueostomia
Evaluacion respiratoria basal

Biopsias musculares (12BIOPSIA)

Biopsias musculares (22BIOPSIA
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4,3,3- Traqueostomia. Protocolo quirdrgico. Obtencién de las primeras biopsias
(12 BIOPSIA).

4,3,3,1- Procedimientos para anestesia durante la intervencion quirurgica.

La induccion anestésica se administré a través de una via periférica en la pata delantera del
animal. El procedimiento consistié en la infusion en forma de bolus de una mezcla de: 2ml de
propofol, 0,5 ml de fentanilo , 0,8 ml de atracurio y 0,5 mg de atropina. Tras la induccion de la
anestesia, el animal fue intubado y conectado a un respirador mecanico (OHMEDA CPU1 BOC
HEALTH CARE, Maurepas Cedex, Paris, Francia). Para mantener el animal en fase hipnoética
durante el proceso quirurgico, se realizd una perfusion de una mezcla de 2 mg/ml de:
fentanilo (JANSSEN-CILAG, S.A., Madrid, Espafa), atracurio besilato (Glaxo-Welcome,
Madrid, Espana), y tiopental (Glaxo-Welcome, Madrid, Espafa), que se ajustd de forma
individualizada para cada animal en funcion de la capacidad para mantener su efecto
hipnético. El estado hipnético del animal permitié en todo momento una respiracién espontanea
y el mantenimiento del reflejo corneal. En este momento se procedid a realizar la
traqueostomia para la implantaciéon de una valvula de dos vias, y se registraron las

mediciones espirométricas simples.

4,3,3,2- Preparacion quirudrgica de los animales.

Se coloco a los animales en posicion supina con extension de los miembros y se procedio a
pincelar con Betadine (ASTA Médica S.A., Madrid, Espafa), sobre las areas quirurgicas,
previamente rasuradas. Posteriormente se colocaron tallas estériles formando los sucesivos
campos quirurgicos: cuello en la cara anterior, linea media del abdomen superior, parrilla
costal derecha y cara antero-interna del muslo derecho.

4,3,3,3- Procedimiento quirdrgico. Traqueostomia y toma de las primeras
muestras musculares.

El procedimiento quirargico consté de dos fases: Obtencién de las primeras biopsias (12

BIOPSIA) y traqueostomia con colocacion de la valvula.

1- Biopsias musculares.

1,1 Biopsia del musculo diafragméatico. Se realizé una laparotomia media
subxifoidea de unos 4 cm, por la que se mantuvo traccion del hemidiafragma
derecho de un espesor total de 1 cm de longitud en el sentido radial (el de las
fibras musculares). Este procedimiento se llevé a cabo con diseccion cortante

sin electrocoagular hasta que se obtuvo la muestra. Posteriormente se realiz6
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una hemostasia de los bordes sangrantes y se cerré el corte con puntos
dobles de sutura absorbible (seda n° 1), que se cerr6 tras una maniobra de
Valsalva para reducir la posibilidad de neumotorax. El cierre de la laparotomia

se realizd por planos con sutura continua de seda n° 1.

1,2 Biopsia del musculo intercostal externo. Se realizé una incision de 2-3
cm en la cara anterolateral del hemitorax derecho. Se profundizé a través de
todos los planos fasciales musculares hasta la parrilla costal. Se tomé una
biopsia del musculo intercostal externo (espesor total) con hoja de bisturi frio
de costilla a costilla. Posteriormente, la hemostasia se realizd6 con un

electrocauterio y se cerro la herida por planos.

1,3 Biopsia del musculo vasto interno del cuadriceps (musculo
periférico). Para facilitar el abordaje de la biopsia se practicod una incision de
2-3 cm de la piel de la cara interna de la pata trasera del animal. La incisién se
profundizé a través de planos fasciales hasta el propio vientre muscular. Se
procedio a la toma de biopsia de 1 cm de longitud, en el sentido de las fibras
musculares y alejada del paquete neurovascular del triangulo de Scarpa. La
hemostasia y suturacion del tejido se realizaron igual que en la biopsia del
intercostal externo.

2- Traqueostomia.

Este procedimiento consta de la abertura de la traquea del animal y de la implantacion de una
valvula respiratoria. Tras la preparacion de la piel y el campo quirurgico, se realizd una
incision horizontal de 3 cm en el cuello, 1.5 cm por encima del yugulum. Se procedié a la
profundizacion con un bisturi eléctrico a través de los planos subcutaneos y el platisma colli.
Tras la exposicion de la musculatura pretiroidea, se abordd la linea alba, rechazando
lateralmente dicha musculatura y exponiendo la traquea. Se incidié en los anillos 3° y 4° en
forma de U invertida, suturandole la solapa formada a la piel del borde inferior de la herida.
Tras la retirada del tubo orto-traqueal (T.O.T.) se intubd con una canula de Shilley n° 6. Se
inflé el neumobaldn y se conectd el tubo al respirador. La incisiéon cutanea no se cerrd o se
hizo de forma parcial utilizando los mismos puntos que se utilizaron para la fijacion a la piel del
escudete de la traqueostomia. Este procedimiento se realizé para la implantacién de una
valvula de dos vias que permitié posteriormente someter al animal a cargas inspiratorias

resistivas.
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Se procedié a curas topicas con Betadine de todas las heridas excepto la traqueostomia y se
cubrieron con sucesivas capas de silicona para evitar posibles contaminaciones de las
heridas.

43,4 Medicién de los parametros respiratorios del animal.

Se determinaron las siguientes variables: volumen corriente (V1), tiempo inspiratorio (T)),
tiempo total respiratorio (Tto7), frecuencia respiratoria (Fr), resistencia inspiratoria (Ri), trabajo
respiratorio total (Wg), flujo inspiratorio en pico (V, pico), presién traqueal (PT) y resistencia
de las vias aéreas (Raw).

Medicion de volumenes respiratorios: Se utilizé un neumotacégrafo tipo Fleish
(Poch-Millas, Madrid, Espafa) con integracion de la sefal de flujos, para obtener los
valores de: V1, FR, T\ y Tror

Presion traqueal (Pt): Se midié conectando el tubo endotraqueal a un transductor de
presion (Hellige Gmbh, freiburg, Alemania, rango + 250 cmH20) acoplado a un transductor

de ganancia media.

Presion parcial “end-tindal” de CO, (P, CO,) y saturacion de la oxihemoglobina
(Sa0,): La fraccion de CO, al final de la espiracion (P CO2) se determind mediante un
capnégrafo con analizador de lectura rapida por infrarrojos (Hellige Gmbh, Freiburg,
Alemania), mientras que la de Sa0O, se realiz6 mediante un oximetro OHMEDA (modelo
Biox 3740, Chicago IL, EEUU).

Los registros de las diferentes sefiales se realizaron simultaneamente en un poligrafo de
papel continuo (milimetrado) de ocho canales y a una velocidad de 2,5 mm / seg (Hellige
Gmbh, Freiburg, Alemania) y los datos fueron exportados a un ordenador con tarjeta de
adquisicion de datos (Data Traslation 2801-A, Marlboro, CA, EEUU) donde se almacenaron
utilizando el sistema Labdat para sefiales de duracion corta o ANADAT TRASLATION (2801-
A, Malboro, CA, EEUU) cuando se precisaron registros continuos de larga duracién. Las

sefales fueron almacenadas y posteriormente analizadas.
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4,3,5- Protocolo de cargas inspiratorias resistivas.
A todos los animales del grupo de estudio se les aplicd el siguiente protocolo tras el
procedimiento quirurgico de la traqueostomia:

Después de estar el animal 30 minutos estable, respirando espontaneamente y con un
grado de anestesia superficial, se realizaron las mediciones de los parametros
respiratorios considerados como basales : V1, T, Tror, FR, Ri, V, pico, PT y Raw.

Posteriormente se realizaron oclusiones traqueales hasta conseguir la maxima
inflexion inspiratoria. Esta fue considerada como la presion inspiratoria maxima (PIM).
Este parametro sirvio de referencia para el ajuste posterior de la carga. Una vez
determinados estos parametros se dejo que los animales se recuperaran de la
anestesia.

A los animales ya recuperados de la anestesia se les dio un margen de tres dias,
antes de comenzar el protocolo de cargas inspiratorias resistivas. Estas cargas se
aplicaron mediante la colocacion de cargas resistivas, sistema PiFlex (sistema de
orificios de diferentes diametros) en la porcion inspiratoria de una valvula de dos vias
(Hans Rudolf 1210-A) conectada al tubo de traqueostomia.

El protocolo de cargas inspiratorias resistivas se disefié para aplicar a cada animal una carga
del 15% de su presion inspiratoria maxima (PIM) 2 horas por dia, (aproximadamente unos 20
cm H,O / L / seg) (figura 8) . Este procedimiento se aplicé al animal desde el dia 3 al 15 de la
fase experimental. Al tratarse de un sistema flujo-dependiente, la presion
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Figura 8. Resistencia respiratoria durante la sesiones de cargas inspiratorias
resistivas. Cortesia del Dr. Galdiz, Hospital de Cruces. Universidad del Pais Vasco.
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generada dependio del patron ventilatorio del animal, por esta razén se ajusté el orificio
cuando el animal estaba en situacion de reposo y relajado. En estas condiciones era posible

modificar el orificio cuando resultaba necesario adecuando la presion inspiratoria.

4,3,6- Obtencién de las segundas biopsias (22 biopsia).

Una vez finalizados los quince dias que durd el protocolo de cargas inspiratorias resistivas
se tomaron biopsias contralaterales de los mismos musculos. Estas biopsias posteriores (22
BIOPSIA) se realizaron siguiendo el mismo procedimiento de las anteriores (12 BIOPSIA). El
animal se sacrifico estando anestesiado, justo después de obtener las segundas biopsias,
mediante cloruro de potasio administrado por via endovenosa. Todos los animales murieron
por parada cardiaca (asistolia).

4.3,7- Procesamiento de los musculos.

4.3,7,1- Procesamiento de las muestras.

Las biopsias musculares se obtuvieron al principio (12 BIOPSIA) y al final del estudio (22
BIOPSIA). Una vez obtenido el fragmento muscular se dividié en dos trozos:

El primer fragmento fue procesado para inclusion en bloques de parafina.
Inmediatamente después de la biopsia, el fragmento se introdujo en formaldehido al
10% y posteriormente se procesoé en el Departamento de Anatomia Patologica del
Hospital de Cruces, para su inclusién en bloques de parafina hasta el traslado a
nuestro laboratorio

El segundo fragmento se dividié en dos partes que se introdujeron directamente en
crioviales, sin utilizar ningun medio externo de inclusién o preservacion. Los crioviales
se congelaron en nitrégeno liquido y se transportaron a un congelador de -80°C
donde se almacenaron hasta el momento de su traslado.

4,3,7,2- Cortes del tejido muscular preservados en parafina.

Se realizaron cortes de 3 nm en un micrétomo (Leica RM 2035, Nussloch, Alemania). La
orientacion de las fibras musculares siempre se llevo a cabo con una direccion de las fibras
perpendicular al plano de corte. Se colocaron dos cortes de tejido consecutivos sobre un
mismo portaobjetos. Los portaobjetos habian sido previamente tratados con APES (Sigma-
Aldrich, Alcobendas, Esparia) al 99% para lograr una mejor fijacién del tejido al portaobjetos.
Finalmente, varios portaobjetos ya preparados con los cortes de tejido de cada musculo se
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secaron en una estufa a 80°C durante 10 min. y se almacenaron a 4°C hasta el momento de
su utilizacion.

4,3,7,3- Procesamiento de las muestras congeladas para la obtencién de un
homogeneizado de proteinas totales del tejido. (Segun metodologia
descrita por Satta, 1997.)
Las biopsias musculares congeladas directamente en nitrégeno liquido se pesaron y se
fragmentaron parcialmente con una hoja de bisturi. Este macerado parcial se incluy6é en una
solucion Laemmli de lisis (TrisHClI 62.5 mM, SDS al 2.3% p/v, dglicerol al 10% y 2-
mercaptoetanol al 5%), en una proporcion de 20 m de solucion por cada mg de tejido.
Posteriormente se homogeneizo totalmente el tejido utilizando un pistén de teflon (Potter)
(Sigma-Aldrich, Alcobendas, Espafa), y las muestras se incubaron durante 3 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, el tejido completamente lisado se incub6 a 100°C durante 5
min. y seguidamente se centrifugd (centrifuga Biofuge pico, Heraeus, Berlin, Alemania) a 13
000 g durante 30 min., a 4°C. El sobrenadante, limpio de residuos y detritos celulares, se
dispenso en alicuotas que se almacenaron a —20°C hasta el momento de su procesamiento.

Una de las alicuotas congeladas se utilizd para la determinacién de proteinas totales de la
muestra por el método de Bradford, utilizando el procedimiento indicado en el juego (Kit)
diagnéstico de la casa BIO-RAD (BIO-RAD Laboratories GmbH, Munich, Alemania). Otra
alicuota fue remitida a un grupo colaborador para determinacion del RNA mensajero de las
isoformas de MyHC. Los resultados de este ultimo procedimiento no se hallan incluidos en
esta tesis.

4,4- TECNICAS UTILIZADAS.

4,4,1- Tincion de Hematoxilina de Harris (Sheehan, 1980).

La técnica de hematoxilina de Harris (Sigma diagnostics, ACCUSTAIN ™, St. Louis, EEUU) se
realizé siempre sobre los primeros cortes de tejidos incluidos en parafina. El objetivo de esta
tincion era definir la orientacion de las fibras musculares con relacién al plano de corte y el

estado en que se encontraban preservadas.

Se sumergieron los cortes previamente desparafinados en la solucion de Harris durante 30
seg Yy posteriormente se lavaron en agua hasta eliminar el colorante residual. Finalizada la

tincion los cortes se deshidrataron en diferentes porcentajes de alcohol etilico y xilol.

51



MATERIALES Y METODOS

4,4,2- Técnicas Inmunohistoquimicas de tincién para la determinacién de los
tipos de fibras musculares (Gorza, 1986) y del dafio de membrana celular
(Fidrén y Lieber, 1998).

Se llevaron a cabo técnicas de inmunohistoquimica para la determinacion de las fibras |, Il y

fibras con fibronectina intracitoplasmatica. Estas técnicas se realizaron sobre cortes de 3 nm

de espesor en tejidos preservados previamente en parafina.

Los cortes se incubaron durante 20 min. en estufa a 80°C y se desparafinaron en bafos
consecutivos de soluciones de Xilol (Prolabo, MERCKeurolab, Paris, Francia), xilol-etanol
(1:2), etanol absoluto al 100%, 96% y 70% (MERCK, Merck KgaA, Darmstadt, Alemania),
durante 5 min., para cada paso. Finalmente, las muestras se incubaron en tampoén fosfato-
salino: NaCl 120 mM/L, KCI 2.7 mM/L, tampon fosfato 10 mM/L, pH 7,4 (PBS) (Sigma
Diagnostics, ACCUSTAIN ™, St. Louis, EEUU). Posteriormente las muestras se hirvieron
durante 10 segundos en una solucion de PBS-acido citrico 0.21% (Sigma Chemical, EEUU;
Sigma. Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania) en olla a presion e incubadas en PBS
durante toda la noche a 4°C.

Para cada determinacién inmunohistoquimica se utilizé su correspondiente anticuerpo. En el
caso de la tipificacion fibrilar se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-MyHC
I (clon MyHCs. Monoclonal antibody, Myosin Heavy Chain Type I. Biogenesis, cat. 6490-4626,
Poole, Inglaterra), anti-MyHC Il (clon MyHCf. Monoclonal antibody, Myosin Heavy Chain Type II.
Biogenesis, cat. 6490-4646, Poole, Inglaterra). Para la determinacion del dafio de membrana
por deteccion de fibronectina intracelular se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-fibronectina
(Human Fibronectin - IgG Fraction, PC 057, The Binding Site, Birmingham, Inglaterra).

Cada portaobjetos contenia dos cortes de tejido. El primero se utilizé para llevar a cabo la
tincion inmunohistoquimica y el segundo como control para detectar cualquier posible unién
inespecifica. Después de todas las incubaciones, las muestras se lavaron en PBS, cinco
veces a intervalos de 5 min. Todos los anticuerpos primarios se incubaron durante una hora a
37°C en camara humeda, a una dilucion de trabajo de: 1:100 para los anticuerpos anti MyHC |
y I, y 1:250 para el anticuerpo anti-fibronectina. Las diluciones de todos los anticuerpos se
realizaron en PBS- albumina de suero bovino 1% (PBS-BSA 1%) (Boehringer Mannheim
GmbH, Munich, Alemania).

El segundo anticuerpo o conjugado utilizado en todas las técnicas inmunohistoquimicas fue un
anti-lgG de raton biotinilado (Universal Secondary — Biotin, ref. AB6000, The binding Site,
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Birmingham, Inglaterra), a una dilucién de trabajo de 1:200 en PBS-BSA. Las muestras se

incubaron a 37°C durante 60 min. y posteriormente se lavaron. Se realizé una incubacion del
tejido en H,0, al 6% (Sigma Chemical, EEUU; Sigma.Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania)
a temperatura ambiente durante 15 min. para eliminar la peroxidasa endogena del tejido.
Posteriormente las muestras se incubaron con el complejo estreptoavidina-peroxidasa
(Streptavidin-PEROX, ref. IC019, The Binding Site, Birmingham, Inglaterra) con el objetivo de
amplificar la reaccién de reconocimiento. La coloracién de las fibras tefidas se llevé a cabo
con una reaccion con 3-3'diaminobencidina 0,025% (DAB) (Sigma, ref. D5337, Sigma
Chemical, EEUU; Sigma.Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania), 0,1% H,O, en PBS durante
10 min. La reaccién enzimatica se detuvo con H,O destilada y las células se contrastaron con
tincién en hematoxilina de Harris (Sigma diagnostics, ACCUSTAIN ™, St. Louis, EEUU) durante
30 seg. Finalmente los cortes se deshidrataron en diferentes concentraciones de alcohol
etanol (70%, 96% y 100%) y xilol.

Las imagenes de las muestras se captaron en un microscopio (Olympus BX-50F3, Olympus
Optical Co. Tokio, Japon) a 100x de aumento y se digitalizaron a través del programa Pixera
(Pixera Studio, versién 1,2 1996-1998. Pixera Corporation, CA, EEUU). Una vez digitalizadas
las imagenes se utilizé el programa informatico “NIH image” (version 1,6) para realizar las
mediciones del diametro menor de las fibras (Dm); asi como para establecer las proporciones
de fibras tipo | y Il presentes en el tejido (figura 9).
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b)

(400x)

Figura 9. Cortes consecutivos de las fibras musculares esqueléticas del
musculo intercostal externo, perros Beagle. Tincion inmunohistoquimica
para la determinacion de fibras | y Il (tefiidas en color marrén). a) Fibras |
(anticuerpo monoclonal anti MyHC I).  b) Fibras Il (anticuerpo monoclonal anti
MyHC Il). (*) Fibras hibridas tefiidas frente a los dos anticuerpos monoclonales.
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Se analizaron siempre mas de 100 fibras por corte histolégico y se establecieron los
porcentajes de expresion fibrilar para cada una de las isoformas de MyHC. En el caso de la
fibronectina se evaluaron campos digitalizados para mas de 100 fibras y se contabilizaron las
que presentaban fibronectina intracelular para establecer la proporcion de células dafiadas.
Como ya se ha mencionado anteriormente se contabilizd como fibra dafiada aquella que
presentd acumulos de fibronectina en su citoplasma (figura 10).

4,4,3- Técnica inmunoenzimatica para la semicuantificaciéon de isoformas | y |l de
cadena pesada de miosinas. (Segun metodologia descrita por Lepp y
Martinez, 1989).

La finalidad de desarrollar esta técnica inmunoenzimatica fue determinar las concentraciones

de MyHC | y Il en los homogeneizados celulares, con vistas a comprobar si las

concentraciones de estas isoformas variaban después de la aplicacion de cargas
inspiratorias resistivas. Para realizar la técnica partimos de una concentracién fija de todos
los homogeneizados celulares, de 200 ng de proteinas totales/ml.

Se determinaron los valores de proteinas totales. El valor de proteinas totales presentes en
los homogeneizados celulares se determino por el método de Bradford (BIO-RAD PROTEIN
ASSAY, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU); y se ajusté la concentracién de
proteinas totales en cada caso a una concentracion de 200 ng de proteinas totales/mL en
tampén carbonato-bicarbonato pH 9,6 (0,1 M de NaHCO,/Na,CO;, pH 9,6 ajustado con una
solucion 1M de NaOH ). Se colocaron 100 i de la solucion de proteinas a una concentracion
de 200 ng/mL de cada muestra, por triplicado, en cada pocillo de una placa de ELISA de

poliestireno de 96 pocillos (Costar, Cambridge, Inglaterra).

Previamente se prepard una curva de concentracion conocida de albumina de suero bovino.
Esta curva patron nos permitié cuantificar las cantidades de MyHC | y |l presentes en cada
una de las muestras originales. Para ello se parti6 de una solucion de BSA con una
concentracion 1 mg/mL y se realizd una serie de 5 diluciones de concentraciones conocidas
de BSA en tampén carbonato-bicarbonato a pH9,6 (31.25, 7.81, 1.95 048 y
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(200x)

Figura 10. Corte transversal de tejido muscular correspondiente.
Muasculo vasto interno. Tinciéon inmunohistoquimica para detectar
fibronectina intracitoplasméatica en la fibra (anticuerpo policlonal
anti - fibronectina). (*) Fibras positivas (con dafio de membrana
plasmatica) en color marrén.
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0.12 mg/mL de BSA). De cada una de estas concentraciones se depositaron 100 ni /pozo por

triplicado en las placas de ELISA.

Para cada anticuerpo primario, anti MyHC | y I, se prepararon placas diferentes de 96 pocillos
con las muestras a analizar, y en cada placa se incluyé también la curva de BSA patrén de
concentracion conocida, para calcular la concentracién de la isoforma MyHC que se estaba

reconociendo.

Las placas se incubaron una hora a temperatura ambiente y después se dejaron toda la
noche a 4°C para permitir que todas las proteinas se fijaran al substrato de poliestireno.
Finalizada la incubacion se adicionaron 200 ni/pozo de una solucién de bloqueo de Gelatina
0,5% (Boehringer Mannheim GmbH, Munich, Alemania) en PBS para saturar los pozos de
proteina y evitar cualquier unién inespecifica de los anticuerpos primarios a la placa. Se
incubaron las placas con esta solucién de bloqueo durante una hora a 37°C en camara
humeda.

Para las determinaciones de isoformas de MyHC se utilizaron como anticuerpos primarios los
siguientes anticuerpos monoclonales: anti MyHC | y anti MyHC Il. Estos anticuerpos
monoclonales son los mismos que se utilizaron en la técnica de inmunohistoquimica para la

tipificacion de fibras musculares.

Todos los anticuerpos primarios fueron previamente estandarizados a las diluciones de
trabajo, que posteriormente se utilizaron en el desarrollo de la técnica. Para cada uno de ellos
se probaron diluciones que iban desde 1:50 hasta 1:500 con el objetivo de establecer a qué
dilucién los anticuerpos primarios presentaban un mejor reconocimiento del antigeno. Una vez
analizados estos resultados, los anticuerpos se diluyeron en PBS a las siguientes
concentraciones de trabajo para el andlisis de todas las muestras: anti MyHC | 1:50, anti
MyHC 11 1:100 y anti BSA 1:100.

Se depositaron 100 n/pocillo de anticuerpo primario en dos de los tres pocillos que contenian
la misma muestra del homogeneizado. En el tercer pocillo se colocaron 100 nt de PBS en vez
del anticuerpo primario para utilizarlo como “blanco”. En los pocillos donde se habian fijado las
concentraciones conocidas de BSA, para utilizarlas como curva patron, se depositaron 100
M de anti-albumina bovina dilucién de trabajo 1:100 en PBS (clon BGN/B2: Ig, ELISA, ref. 0220-
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1239, Biogenesis, Poole, Inglaterra) en dos de ellos y en el tercero se sustituyo6 el anticuerpo
primario por 100 m de PBS para utilizarlo como “blanco”.

De esta forma todos los homogeneizados tenian su propio “blanco”, asi como la curva patrén
de concentracion conocida de BSA. El valor de absorvancia final obtenida en los “blancos” se
rest6 de la media de los valores de absorvancia obtenidos en los dos pocillos con el
anticuerpo primario. Este procedimiento se llevd a cabo para cada una de las muestras
utilizadas, y para los valores de absorvancia de la curva de BSA.

Todas las placas, con el anticuerpo primario, se incubaron durante 3 horas a 37°C en camara
humeda. Posteriormente se lavaron 5 veces (5 min. cada vez) con PBS-Tween 20 al 0,05%
(polixietilensorbitanmonolaurato. Merck-Schuchardt, Darmstadt, Alemania). Estos lavados se
repitieron siempre después de cada incubacion con cualquiera de los anticuerpos utilizados
en el desarrollo del ELISA.

Posteriormente se adicionaron a cada pocillo 100 m de anti IgG de ratén conjugado con
biotina (Universal Secondary antibody Biotin, ref. AB6000, The Binding Site, Birmingham,
Inglaterra), a una dilucion de trabajo de 1:400 en PBS, y se incub6 nuevamente durante 60
min. a 37°C. Una vez terminada la incubacién y realizados los lavados con PBS-Tween 20, se
adicion6 a cada pocillo el complejo estreptoavidina-peroxidasa (ref. IC019, The Binding Site,
Birmingham, Inglaterra) a una dilucion de trabajo de 1:400 en PBS, y las placas nuevamente
se incubaron en las mismas condiciones anteriores. Finalizado este procedimiento las placas
se lavaron y se depositaron 100 m del substrato cromogénico 3-metil-2-benzotiazolina
hidrazona hidroclorido (MBTH. Sigma, St Louis, EEUU) 1,88 mM; vy 3-acido
dimetilaminobenzdico (DMAB. Sigma, St Louis, EEUU) 180 mM en tampén fosfato 0,1 M pH 7
(KH,PO,/Na,HPO,). La reaccion enzimatica se detuvo en todos los casos a los 10 minutos,
adicionando a cada pocillo 50 m de una solucion de H,SO, 2N (Merck-Schuchardt, Darmstadt,
Alemania). Las placas se leyeron en un lector para placas de ELISA (Labsystems Multiskan
MS, Inglaterra) a 620 nm, para determinar la absorvancia.
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4,4,4- Técnica de electroforesis para la separacion de las isoformas de MyHC en

los homogeneizados celulares (Talmadge y Roy, 1993; Satta, 1997)
Esta técnica se realiza con el objetivo de conocer los porcentajes relativos de cada una de
las isoformas de MyHC entre si, presentes en el homogeneizado de tejido muscular.

Partimos de obtener el valor de proteina total en cada homogeneizado. El valor de proteina
total se determiné por el método de Bradford (BIO-RAD PROTEIN ASSAY, Bio Rad
Laboratories, Hercules, CA, EEUU). Se utilizo para cada recorrido electroforético una cantidad
de muestra del homogeneizado diluida en tampén de Laemmli (5 ng de proteinas totales).
Todas las muestras se procesaron por duplicado. En cada gel se corrié conjuntamente: una
muestra control de MyHC | obtenida de musculo soleus de conejo, una muestra control de
MyHC lla y lIb de intercostal externo de conejo y un patrén de peso molecular (High prestained
SDS-PAGE Standards, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU). Las muestras control de
MyHC |, lla y llb se obtuvieron por cortesia del Dr. Reggiani (Istituto Fisiologia Umana,
Universidad de Pavia, Pavia, ltalia).

Para realizar la electroforesis de proteinas se utilizé un equipo Protean Il (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EEUU). Se confecciond un gel de Acrilamida-Bisacrilamida (Bio-
Rad Laboratories, 40% Acrilamida/Bis solucion, 19:1 (5%C) Acrilamida: N,N'-
Metilenbisacrilamida, Bio.rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) discontinuo al 4% y 6%. El gel
concentrador (4%) estuvo compuesto por: solucion de acrilamida (19:1) 0.8mL, tampdn
superior pH 6,8 (5 M de Tris-HCI, 0,4% SDS) 1,5 mL; Glicerol 50% 3,2 mL; H,O mili Q 0,5 mL ;
persulfato de amonio 10% 40 ni; y N,N,N°,N’-tetrametiletilendiamida (TEMED) 10 ni). El gel
separador (6%) estuvo compuesto por: solucién de acrilamida (18:1) 3 mL; tampdn inferior
pH 8,8 (1,5 M Tris-HCI, 0,4% SDS) 3,75 mL; Glicerol 50% 7 mL; H,O mili Q 1,25 mL; persulfato
de amonio 10% 75 niL; y TEMED 30 nL. El recorrido electroforético de las proteinas se llevo a

cabo durante 20 horas, a 4°C y voltaje constante de 100 voltios.

Para realizar la tincion de las bandas de proteinas en el gel de electroforesis, el gel separador
se sumergié durante una hora en una mezcla de tincién con Coomassie Brilliant Blue G-250
(Bio.rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) metanol 50%, acido acético 10% y Coomassie
0,1%; en agitacion lenta. Posteriormente el gel se lavd en una solucién de acido acético al 7%
durante 24 horas, en agitacién lenta, hasta que quedo totalmente decolorado y las bandas de
proteinas tefidas (figura 11).
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Las bandas de proteinas tefidas se digitalizaron utilizando para ello un equipo (Gel Doc 2000,
BioRad, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) y el programa especifico para este fin
(“Molecular Analisis”, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU). Una vez digitalizadas las
imagenes de los geles, se procedié a cuantificarlas a través del mismo programa que
contiene un analizador de densitometria de las bandas. Este analizador permitié ver
claramente, en forma de picos, la cantidad de proteina de cada una de las isoformas de MyHC
a analizar, y establecer los porcentajes relativos de las mismas. La suma de las areas bajo la
curva de las bandas de MyHCI y Il conformaron el 100% del area total, y a partir de ahi se
obtuvo el porcentaje relativo de cada una de las isoformas de MyHC.

445- Técnica de inmunotransferencia e inmunodetecciéon de isoformas de
MyHC 1y Il (Towbin, 1979).

Esta técnica de inmunodeteccion se realizé solamente en el primer momento antes del analisis

de las muestras incluidas en el protocolo. Su objetivo fue determinar correctamente el patron

de migracion de las bandas que correspondian a las isoformas de MyHC en la separacién

electroforética y, por otro lado, demostrar que los anticuerpos monoclonales utilizados para

reconocer MyHC | y Il eran especificos para estas isoformas en el modelo canino, y no existia

reaccion cruzada entre ellas o con otras proteinas del homogeneizado.

Primeramente se realizé una electroforesis en gel de acrilamida, similar a la descrita en el
apartado anterior. En ella se utilizaron como muestras: algunos homogeneizados celulares
obtenidos de los musculos caninos a analizar posteriormente (5 ng de proteina total/por
pocillo), extracto de proteinas de musculo soleus de conejo (que presenta MyHC | como
isoforma dominante), extracto de proteinas de fibras unicas de musculo intercostal de conejo
(que solo contenia MyHC lla y IlIb) y una muestra control de proteinas de diferentes pesos
moleculares (BioRad, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU).
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PATRON DE BANDAS DE LAS ISOFORMAS
ADULTAS DE MyHC.

SDS-PAGE al 6%
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Figura 11. Imagen digitalizada de un gel de acrilamida al 6%. Patron
de migracion electroforético de las isoformas de MyHC obtenidas en
homogeneizado de musculos. (A) y (B) Mdsculo intercostal externo,
de perro. (C) y (D) Musculo diafragma, de perro. (E), (F), (G) y (H)
Musculo vasto interno, de perro. (I) Masculo soleus de conejo, control
de MyHC I. (J) Fibra Unica hibrida del musculo intercostal externo
de conejo, control de MyHC lla y llb.
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Estas muestras se colocaron por triplicado depositando una en cada uno de los 3 bloques en
que se dividi6 el gel de electroforesis. Una vez finalizada la separacion electroforética: uno
de estos bloques de gel fue fijado y tefiido con Azul de Coomassie para determinar las
bandas de MyHC. Los otros dos bloques restantes fueron transferidos utilizando un equipo
de trasferencia de proteinas (Bio-Rad transfer, protean Il. Bio.rad Laboratories, Hercules, CA,
EEUU) durante 2 horas, a 100 voltios constante. Las bandas de proteinas se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (Amersham LIFE SCIENCE, Amershan International plc.,
Londres, Inglaterra).

Una vez finalizada la transferencia de las proteinas a la membrana de nitrocelulosa, esta se
cortd de forma tal que se separaron los dos bloques o juegos de proteinas restantes. Ambos
trozos de membrana se bloquearon en una solucién de leche descremada al 5% (Sveltesse
desnatado, Nestlé, Laussanne, Suiza) y BSA al 1% en PBS durante toda la noche, para
impedir cualquier unién no especifica de los anticuerpos monoclonales utilizados en la
inmunodeteccién. Terminada la incubacion, las membranas se lavaron con abundante PBS (5
veces/5 min. cada vez).

La deteccion de las isoformas de MyHC se realizé por separado. Una de las membranas se
incubé durante 3 horas a temperatura ambiente y en agitacién lenta con anticuerpo
monoclonal anti MyHC [, a una dilucion de trabajo 1:250 en PBS-BSA al 1%. La otra membrana
se incubd en iguales condiciones pero utilizando el anticuerpo monoclonal anti MyHC II. Estos
anticuerpos son los mismos que posteriormente se utilizaron en la técnica inmunohistoquimica
para la tipificacion de fibras en los musculos estudiados.

El sistema de revelado de ambas membranas de nitrocelulosa es el mismo que el descrito
para las técnicas de inmunohistoquimica. Una vez finalizada la incubacién con los anticuerpos
monoclonales respectivos, ambas membranas se lavaron abundantemente en PBS.
Posteriormente se incubaron con anticuerpo anti-lgG de ratén biotinilado, a una dilucién de
trabajo 1:250 en PBS-BSA al 1%, durante 60 min. a temperatura ambiente con agitacion lenta.
Después, las membranas se lavaron en PBS y se incubaron con el complejo estreptoavidina-
peroxidasa a una dilucion de trabajo de 1:250 en PBS- BSA al 1%. Una vez lavadas las
membranas, el revelado se llevd a cabo con una solucidbn de DAB como substrato
cromogénico de la reaccion enzimatica de la peroxidasa, en similares condiciones a las
utilizadas en las técnicas de inmunohistoquimica. Este paso se realizd durante 10 min.
aproximadamente y la reaccion enzimatica se detuvo con agua destilada (H,O mili-Q).
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Las membranas (figura 12) se digitalizaron en el Gel Doc 2000 con epi-iluminacion
homogénea a través del ya citado programa “Molecular Analisis”. Esta técnica no soélo permitio
caracterizar las bandas de proteinas correspondientes a las isoformas de MyHC en el gel de
acrilamida sino también permitié caracterizar las muestras control que ibamos a utilizar en la
técnica de electroforesis de MyHC, para separar las isoformas. Por otra parte, se comprobé
que los anticuerpos primarios utilizados para identificar MyHC | y I, en el modelo canino, no
presentaban reaccion cruzada con otras proteinas del homogeneizado, ni entre ellas.

4,4,6- Técnica de transcripcion reversa de la reaccibn en cadena de la

polimerasa (RT-PCR). (Segun procedimiento establecido por Pinelli, 1999).
Para la realizacion de la técnica de transcripcidon reversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) se utilizo la otra parte del musculo congelado directamente a —80°C. La
técnica de retrotranscripcion se realiz6 partiendo de la obtencion de acido ribonucléico total
(RNA t) de las biopsias de tejido.

El RNA total de cada muestra se extrajo por el método de TRIZOL (Gibco-BRL, Paisley,
Renfrewshire, Inglaterra) de acuerdo con las indicaciones técnicas establecidas por la casa
comercial. EIl RNA total se cuantific6 mediante el protocolo “Nucleic Acid QuickSticks”
(Clontech Laboratories, Inc, CA, EEUU).

La transcripcion reversa, o sintesis de wuna copia de acido desoxirribonucleico
complementario (cDNA) se llevo a cabo utilizando 1 ng de RNA total extraido en 10 ni de agua
libre de RNAasa, enzima transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Leukemia Virus) y un
cebador de oligo dT segun protocolo de la casa comercial (Gibco- Life Thecnologie Paisley,
Inglaterra).

63



MATERIALES Y METODOS

205 kD

200 kD

Figura12. Imagen digitalizada de un gel de poliacrilamida 6% ( SDS-
PAGE) y membranas de nitrocelulosa (inmunodeteccién) de MyHCI vy |l
en homogeneizado de mduasculo intercostal externo, perros Beagle.
(A) Gel de poliacrilamida 6%. (B) Inmunodeteccion de MyHC | (anticuerpo
monoclonal anti MyHC |). (C) Inmunodeteccion de MyHC |l (anticuerpo
monoclonal anti MyHC II). (PM) Patrén de peso molecular.
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevo a cabo utilizando 2 ni de la copia
(cDNA) del RNA total obtenido en la retrotranscripcion. Para las determinaciones de
interleucina 10 (IL-10) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) partimos de una dilucion del
1:5 del cDNA. Para la determinacién de b actina, utilizada como gen control o “house keeping
gene’, la dilucién realizada fue de 1:25 en H,0, tratada con 0,1% dietilpirocarbonato (H,O-
DEPC) (LIFE TECHNOLOGIESR, Paisley, Francia).

Los cebadores utilizados en las reacciones de PCR para cada uno de los cDNA analizados

fueron los siguientes:

TNF-a 3’ GCCTCAGCCTCTTCTCCT Pinelli, 1999
5 CTTGTCACTTGGGGTTCG

IL-10 3 TCACCTGCTCCACCGCCTTGC Zucker, 1994
5 GGGAGCCAGCCGACACCAGAG

b actina 3 GCTTCGGGCGGAACGTGTA No publicada
5 TTGATGTCACGCACGATCT

Este ultimo se diseno especificamente para nuestro estudio, utilizando para ello el Software
“OLIGO: DNA / RNA Primer Analisis” (version 4.1).

Como se ha mencionado la b-actina se utiliz6 como gen control de la cantidad de cDNA
presente en cada una de las reacciones de retrotranscripcion. La reaccion de PCR se
desarroll6 en las siguientes condiciones: 1 mM de MgCl,, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM
de KCI, 2 mM de dNTPs (LIFE TECHNOLOGIESR, Paisley, Francia), 1,25 unidad de Taq
polimerasa (Perkin-Elmer, Foster City, EEUU) y 0,5 nM de cebadores ajustados a un volumen
total de reaccion de 10 niL. Para todos los genes amplificados se utilizaron 2 m de las
diluciones especificadas anteriormente de cDNA, obtenido por retrotranscripcién, en cada
una de las biopsias. La reaccion se llevo a cabo en un equipo Perkin-Elmer (Perkin-Elmer
Cetus DNA Termal Cycler, Foster City, CA, EEUU).
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Los ciclos realizados en cada uno de los compuestos fueron de la siguiente manera: se
realizé un ciclo inicial “hot start”, antes de adicionar la Taq polimerasa. Este ciclo consistio en
calentar a 97°C durante 3 min. y después a 85°C durante 5 min. Durante estos 5 min. se le
adiciono el enzima a todas las muestras. Las condiciones restantes variaron de la siguiente
forma: el TNF-a y IL-10 se amplificaron durante 35 ciclos a una temperatura de unién de 62°C
y 67°C respectivamente; y la b actina se desarroll6 a una temperatura de union de 54°C
durante 28 ciclos. Al finalizar todos los ciclos de la PCR se dejaron todas las muestras para
completar la reaccion de extension durante 7 min. a 72°C.

Una vez finalizada la PCR se cuantificaron las muestras en electroforesis de agarosa al 2%
con bromuro de etidio. En cada una de las electroforesis se hizo migrar un patrén de peso
molecular (GC-015-001 Hpa II-pBS-DNA, Gene Craft, Londres, Inglaterra). Las imagenes se
digitalizaron y se cuantificaron utilizando el equipo Gel Doc 2000 y el programa “Molecular
Analisis” (Bio-Rad) (figura 13).

Para estandarizar la técnica de RT-PCR en cada uno de los cDNAs amplificados para el TNF-
a, IL-10 y b-actina, previamente se obtuvo sangre periférica con heparina de un perro de la
misma raza (Beagle) que los perros utilizados en el estudio. La sangre se diluyd 1:2 con
medio Dulbecco’s modificado por Eagle’s (DMEM) y centrifugada durante 20 min. a 4°Cy 13
000 g. Se separo la poblacién leucocitaria utilizando un gradiente de ficoll (densidad 1070 g/l)
y se lavé dos veces mas con DMEM para eliminar los restos de ficoll. Los leucocitos se
estimularon con 1ng de lipopolisacarido (LPS) a una concentracién de células de 1 x 10°

células/ml, y se incubaron durante 24 horas a 37°C en incubador de CO,. al 5%.

Una vez concluido el tiempo de incubacién, la poblacién leucocitaria se aislé utilizando un
gradiente de densidad de ficoll (1079 g/L). Se aisl6 el RNA total de la poblacién leucocitaria
estimulada, y se desarrolld la retrotranscripcion para obtener el cDNA en las mismas
condiciones antes descritas. La puesta a punto de la técnica de PCR para cada una de las
citocinas estudiadas, asi como de la b-actina, se realizé utilizando este cDNA de la poblacion
leucocitaria estimulada. De esta forma se caracteriz6 el tamafo de los amplimeros obtenidos
en cada caso: IL-10 386 pb, TNF-a 167 pb,y b actina 593 pb,
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EXPRESION DE CITOCINAS

PM

(pb)

IL,,

386 pb

587
434

167

TNF¢
167 pb

TECNICA DE TRANSCRIPCION REVERSA Y REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.
(RT-PCR)

Cebadores de p- actina: 5 GCTTCGGGCGGAACGTGTA 3" (no publicada)
TNF a : 5° GCCTCAGCCTCTTCTCCT 3" (Pinelli, 1999)
IL-10 : 5° TCACCTGCTCCACCGCCTTGC 3° (Zucker, 1994)

Figura13. Imagen digitalizada de un gel de agarosa al 2% que contiene

los fragmentos amplificados obtenidos por RT-PCR para las citocinas: TNF-a y
IL-10 en diafragma (1Dy 2D, 12y 22 BIOPSIA respectivamente), intercostal externo
(1ICy 2IC, 12 y 22 BIOPSIA respectivamente) y vasto interno (1P y 2P, 12y 22 BIOPSIA
respectivamente) de perros de raza Beagle.
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respectivamente. También se realizo la técnica de PCR para cada citocina durante un nimero
variable de ciclos y de esta forma se determiné el numero de ciclos adecuado. En ninguno de
los casos se cuantificd un amplificado que estuviera en la fase de saturacion de la curva.
Finalmente los controles utilizados en este estudio presentaron unos patrones de migracion y
densidad del amplimero como se observa en la figura 14.

Una vez puesta a punto la técnica de PCR se realizaron todas las determinaciones de las
muestras por triplicado. El valor experimental reflejado en los resultados es el valor medio
obtenido de las tres determinaciones realizadas a cada muestra. Todas las muestras de un
mismo animal para las determinaciones de b actina, IL-10 y TNF-a se realizaron el mismo dia,
asi como las electroforesis del producto final de la PCR que se colocaron en el mismo gel de
agarosa al 2%. Los valores de IL-10 y TNF-a estan expresados como la razén entre el valor
obtenido en cada una de la citocinas y el obtenido en la amplificacién de b-actina en cada

muestra.
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CONTROL POSITIVO PARA RT-PCR

TNFo  B-actina IL-10 C- PM

386 p

TNF2  Db-actina IL-10
TEMP. UNION 622C 543C 67 °C
N° de CICLOS 35 28 35
dil. del cDNA 1:5 1:25 1:5
pb segmento amplificado 167 593 386

Figura 14. Gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio.

Los fragmentos amplificados mediante la técnica de RT-PCR para TNF q,
p-actina y IL-10, tienen el tamafo de 167, 593 y 386 pb respectivamente,

correspondientes a los fragmentos existentes entre los dos cebadores de cada
gen. EIRNA total para realizar la RT-PCR de estos controles se obtuvo de
células mononucleares en cultivo estimuladas con LPS, previamente obtenidas
de perros Beagle.
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4,5-  ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé mediante estadistica descriptiva, comparativa y de correlacién entre las diferentes
variables estudiadas. Estos analisis se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico SPSS
x PC 6.1 para Windows.

4,5,1- Andlisis descriptivo.
La descripcidn de las variables cuantitativas se realizo utilizando los valores medios (x) y el

error estandar de la media (+ e.s 6 SEM).

4,5,2- Analisis comparativo.

Dada la distribucion no normal de las diferentes variables (prueba de Kolmogorov-Smirnov),
las comparaciénes estadisticas entre los valores obtenidos antes y después de la aplicacién
de cargas inspiratorias resistivas, se realizaron utilizando la prueba no paramétrica de
Wilconxon. El andlisis de las diferencias entre ambos grupos de animales se realizé utilizando
la prueba de la U de Mann-Whitney.

El nivel de significacion para ambas pruebas estadisticas se fijé en una p<0,05.

4,5,3- Andlisis de las correlaciones y concordancia.

El estudio para determinar las correlaciones entre variables se determiné por la prueba de
Spearman. Para el estudio de concordancia entre las técnicas de determinacién de dafo de
Procion orange y fibronectina intracelular se utilizé un analisis de la concordancia, utilizando
el método de Fleiss (ANOVA):

R; = (msS —msE) / [msS + msE + 2(msM)]

donde R, expresa la concordancia entre valores, msS el cuadrado de la media (varianza)
debido a las diferencias entre muestras, msE el cuadrado de la media debida a los residuos
de la varianza (error), y msM el cuadrado de la media debida a las diferencias entre los

valores.
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4,6- ASPECTOS ETICOS Y JURIDICOS RELACIONADOS CON ESTE ESTUDIO.
Antes de disefiar el modelo experimental se tuvieron en cuenta todos los aspectos éticos

relacionados con la utilizacién de animales de experimentacion con fines experimentales
cientificos o educativos, con la finalidad de evitar algun tipo de dolor o sufrimiento
injustificado, ademas de cualquier duplicacion inutil de procedimientos de experimentacion y
para reducir al minimo el numero de animales utilizados contempladas en la Ley 5/1995, del 21
de junio, y publicada en el Boletin Oficial del Estado (B.O.E.) del jueves 10 de agosto de 1995:
paginas 24935 — 24942.

El ambito de aplicacion del presente estudio queda justificado dentro de las regulaciones
establecidas en el capitulo |, articulo 2 en los incisos: a2) y b). La utilizacion de perros raza
Beagle fue necesaria para cumplimentar las exigencias del capitulo Il, articulo 4), inciso a). A
diferencia de otros estudios que utilizan animales vagabundos en otros medios y entornos
juridicos, la presente ley prohibe utilizar estos animales. Los perros utilizados en este estudio
se compraron y todos poseian la documentacion adecuada expedida en su centro de cria.
Estos animales fueron trasladados y mantenidos en la observancia de lo establecido en los
capitulos Il 'y lll, y en cumplimiento de los articulos 5), 6), 7), 8) y 9) respectivamente como
establece la citada ley.

La instrumentalizacién de los animales, asi como la obtencién de las biopsias antes y después
de la aplicacion de cargas inspiratorias resistivas, siempre se realizé bajo los efectos de
anestésicos, como se especifica en el correspondiente apartado de esta tesis doctoral. Los
animales se mantuvieron continuamente monitorizados durante estos procedimientos para
garantizar que no tuvieran sufrimiento o angustia. Una vez finalizado el periodo experimental,
todos los animales fueron sacrificados, como se especifica en el correspondiente apartado
de esta tesis doctoral y en cumplimiento de los reglamentos establecidos en el capitulo 1V,
articulo 14) de la ley.
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Certificacion: Ambos estudios contaron con la aprobacion de los Comités Eticos respectivos
de cada Institucion (Hospital del Mar, Barcelona - Instituto Municipal de Investigaciones
Médicas - Universidad Pompeu Fabra y Universidad del Pais Vasco), y estan en concordancia
con la legislacion vigente autondmica, estatal y de la Unidén Europea para la experimentacion

con animales de investigacion.
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