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1. INTRODUCCION



El tratamiento con glucocorticoides prenatales, las nuevas estrategias de
ventilacion mecénica, la administraciéon de surfactante y el empleo de 6xido
nitrico han mejorado la supervivencia de los nifios prematuros, cuyo desarrollo
pulmonar intrattero ha sido interrumpido durante la fase canalicular,
emergiendo una nueva forma de displasia broncopulmonar'~.

Actualmente se ha comunicado que los nifios con riesgo de desarrollar
displasia broncopulmonar eran los que nacian con menos de 28 semanas de
gestacion, cuando estaban iniciando los procesos paralelos de alveolizacion y
desarrollo del lecho capilar alveolar*. Se ha descrito que tenian menos
enfermedad respiratoria aguda severa que los nifios que desarrollaban la forma
clasica de displasia broncopulmonar. En la histologia pulmonar se ha descrito
una detencion del desarrollo alveolar incluyendo simplificacion alveolar y
crecimiento vascular dismorfico”.

Se ha planteado la necesidad de identificar los factores participantes en
el desarrollo pulmonar para el tratamiento mas efectivo de estos nifios"*. Se ha
mostrado que el complejo proceso de la alveolizacion, requeria la coordinacion
adecuada de multiples interacciones paracrinas entre componentes
fibroblasticos, epiteliales, microvasculares pulmonares y con la matriz
extracelular. Asi mismo se ha observado que defectos en uno de estos
componentes, podian tener repercusiones en todo el desarrollo alveolar. Las
bases para la prevencion o tratamiento del dafio en la alveolizacion dependian
de la clarificacion de estas interrelaciones complejas que sucedian durante el

desarrollo pulmonar normal®®.



Se ha visto que el dafio pulmonar perinatal, en recién nacidos con
pulmones en la fase canalicular tardia del desarrollo pulmonar, interrumpia la
secuencia normal de crecimiento pulmonar y daria lugar a un modelo
histolégico de “simplificacion alveolar” (pocos y grandes alveolos con pocos
septos), pérdida de pequenas arterias pulmonares y disminucion de la densidad
capilar™”,

Segun los estudios de Thébaud’, los mecanismos y las vias de
sefalizacion - transduccion que regulaban el desarrollo alveolar normal
permanecian ain poco entendidos y los mecanismos sobre como se alteraban
estas vias en las enfermedades eran aun menos conocidos.

En estudios experimentales recientes se ha mostrado que el desarrollo
de la circulacion pulmonar y la alveolizacion estaban fuertemente coordinados’
pudiendo tener la modulacion de factores de crecimiento vascular, un potencial
terapéutico para las enfermedades pulmonares caracterizadas por la pérdida

irreversible de estructuras alveolares>.

1.1. DESARROLLO PULMONAR

Ha sido mostrado que para formar una gran superficie de intercambio
de gas entre la via respiratoria y la circulacion, el endodermo pulmonar
experimentaba una gran morfogénesis de bifurcacion y alveolizacion, acoplada
con angiogénesis y vasculogénesis’.

Se ha comunicado que muchos factores estaban implicados en el
desarrollo pulmonar, como por ejemplo los receptores tirosina quinasa y sus
ligandos que modulaban positivamente el crecimiento pulmonar, asi como el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que iniciaba la
vasculogénesis, o como ¢l factor de crecimiento de transformacion 3 (TGF-[3)
que tenia un efecto inhibidor. También se han mostrado interrelaciones entre
los factores de crecimiento y los estimulos fisicos como los movimientos
respiratorios del feto'”*®,

La fase de desarrollo del pulmon al nacimiento se ha visto que variaba
mucho entre distintas especies. El pulmoén del recién nacido humano tenia sélo
una pequefia fraccion del nimero de alveolos del adulto y con una red capilar
inmadura. La rata nacia con unos pulmones un poco mas inmaduros al

nacimiento que el pulmén humano, experimentando los mismos pasos de



desarrollo postnatal. El estudio de pulmén de rata ha sido considerado como un
modelo excelente para el estudio del desarrollo postnatal’.

El desarrollo pulmonar postnatal incluia la formacion de alveolos desde
saculos respiratorios inmaduros por medio de septaciéon, maduracion de
unidades epiteliales y mesenquimales y el desarrollo del sistema capilar
alveolar™.

En las ratas, la septacion alveolar se iniciaba entre los dias 3-4
postnatales continuando durante la segunda semana de desarrollo postnatal'.

1.1.1. FASES DEL DESARROLLO PULMONAR

El desarrollo pulmonar prenatal en humanos ha sido dividido en cuatro
fases: embrionaria, pseudoglandular, canalicular y alveolar siendo la edad de
transicion de una fase a otra muy variable'.

1.1.1.a. Fase embrionaria

En humanos durante la fase embrionaria (hasta la 7 semana de
gestacion), el brote pulmonar aparecia como un diverticulo ventral del intestino
anterior y a las 6 semanas los dos pulmones se podian distinguir como 6rganos
separados en el torax. A los 34 dias de gestacion, cada brote pulmonar estaba
provisto de una arteria pulmonar que se extendia desde el tracto de salida del
corazén. En la cara ventral de cada brote pulmonar, una vena pulmonar
conectaba con la auricula izquierda'.

Recientemente se ha comunicado que se producian factores de
crecimiento y moléculas de sefializacion que actuaban de una manera paracrina
entre el epitelio y el mesénquima. Factores como el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), factor de transformacion de crecimiento 3 (TGF-f3), Shh
(Sonic Hedgehog), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF) y el factor morfogénico 6seo 4 (BMP-4) con sus respectivos
receptores y sus moléculas de sefializacion intracelular®.

1.1.1.b. Fase pseudoglandular

Durante la fase pseudoglandular (5-17 semanas de gestacion) la
division mas distal centrifuga de la via aérea en el mesénquima daba lugar a la
via aérea preacinar a nivel de los bronquiolos terminales que empezaban a estar

presentes en la 17 semana de gestacion. EI musculo liso fuertemente seguido



por cartilago, glandulas submucosas y tejido conectivo se desarrollaban en la
nueva pared formada por las vias aéreas con un epitelio que comenzaba a
diferenciarse’.

Cada nuevo brote formado tenia un halo de tibulos endoteliales
alrededor. Los nuevos vasos se formaban por vasculogénesis en el
mesénquima, la via aérea actuaba como plantilla para los vasos pulmonares, y
la division preacinar de arterias y venas también se completaria a las 17
semanas de gestacion'.

Se ha demostrado que los estimulos fisicos podian estimular la
expresion genética de factores de crecimiento y sus receptores' .

1.1.1.c. Fase canalicular

Durante la fase canalicular (16-27 semanas de gestacion) las vias aéreas
preacinares aumentaban en tamafio, mientras que las vias aéreas periféricas
continuaban su division para formar los bronquiolos respiratorios (dos o tres
generaciones) y mas alla los conductos alveolares saculares. Durante las 20-22
semanas de gestacion, las células epiteliales alargadas tipo I y cuboidales tipo
IT se identificaban revistiendo todos los espacios aéreos saculares. Las células
tipo II desarrollaban cuerpos lamelares alrededor de la 24 semana de gestacion,
4-5 semanas antes que el surfactante se detectara en el liquido amniotico. Las
arterias y venas continuaban su desarrollo a lo largo de la via aérea
probablemente por angiogénesis. Durante esta fase, el adelgazamiento del
epitelio en la periferia del pulmén donde subyacen los capilares pulmonares
daba lugar a la formacion de una barrera de intercambio de gas tan delgada
como la del adulto (alrededor de 0,6 um). Esto era suficiente para mantener la
vida en nifios extremadamente prematuros'.

1.1.1.d. Fase sacular

En la fase sacular (24 semanas-38 semanas) los bordes de los séculos
con discretas bandas de elastina y musculo, formaban pequefias crestas que
subdividian las paredes. Entre la semana 28 y 32 de gestacion, estas crestas se
alargaban para producir los primitivos alveolos, con doble red capilar'.

1.1.1.e. Fase alveolar

Durante la fase alveolar (36 semanas a 1-2 afios postnatal) la
maduracion de los alveolos en forma de caliz con un solo capilar se producia

por elongacion de los saculos, ahora llamados ductos alveolares, y parte de la



pared del bronquiolo respiratorio. El numero de alveolos se incrementaba con
la edad gestacional, y a término se habian formado aproximadamente entre un
tercio y la mitad del numero en el adulto', que tenia mas de 300 millones de
alveolos, siendo la alveolizacion un proceso claramente postnatal’.

Ha sido demostrado que el incremento en el volumen pulmonar del
final de la gestacion, se debia sobre todo al incremento en el numero de
alveolos. Ademads, el incremento en la superficie alveolar estaba en relacion
lineal con la edad y el peso'.

Las caracteristicas estructurales en la fase alveolar han sido muy bien
descritas existiendo muchas similitudes entre el pulm6n humano y el de rata.
Estudios morfologicos y cuantitativos del pulmén de rata han contribuido
ampliamente a nuestro conocimiento de como se forman los alveolos. En ratas
la formacién alveolar ocurria en un corto periodo de unos 10 dias, desde el dia
4 postnatal al 14°. Los canales y saculos del pulmoén de rata recién nacida
estaban revestidos de paredes gruesas y lisas con un estrato central de tejido
conectivo limitado por una red capilar a cada lado, denominados septos
primarios. En el dia 7 todos los septos habian tomado una apariencia de panal
con un gran numero de pequeias crestas que se proyectaban en los espacios
aéreos. Estas crestas se denominaron septos secundarios y formaban el
contorno de los futuros alveolos. Como los septos primarios, los septos
secundarios mostraban una doble red capilar cuya localizacion estaba
directamente interconectada con el margen libre de la cresta. Las fibras
elasticas se localizaban en el extremo de las crestas’.

A la repentina y masiva aparicion de alveolos en el parénquima
pulmonar se ha denominado “alveolizacion en masa”. En humanos un
fenomeno similar se iniciaba justo antes del nacimiento y tenia lugar en los
primeros 6 meses de vida. En este periodo los septos secundarios proliferaban
y el pulmén humano se parecia fuertemente al pulmén de rata de la segunda

semana de vida’.

1.1.2. DESARROLLO POSTNATAL
Al nacimiento el pulmén humano poseia el total de conductos de las
vias aéreas y millones de espacios respiratorios periféricos, la mayoria en fase

sacular, cuyas paredes estaban formadas de septos gruesos, con un estrato



central de tejido conectivo entre dos redes de capilares, esto significaba que en
esta fase inmadura, los capilares tenian contacto con los espacios aéreos s6lo
por un lado, estando el otro cubierto por un grueso estrato de tejido conectivo
que limitaba con otra red capilar. La organizacion en el adulto era
completamente diferente: la pared interalveolar contenia s6lo una unica red
capilar que limitaba a ambos lados con el alveolo’.

Segun los estudios de Burri’, los alveolos, tanto en el pulmon humano
como en el de rata se formaban, después del periodo inicial comentado
anteriormente, de forma mucho mas lenta. En ratas, las areas preferenciales de
adicion posterior de nuevos alveolos eran las areas subpleurales. También se ha
estimado que en el crecimiento normal, el nimero de alveolos se incrementaba
por un factor de dos, después de completarse la formacion alveolar en masa.

Muchos estudios han mostrado la existencia de un periodo critico de
septacion y de formacion de los vasos pulmonares y han proporcionado la
evidencia adicional de que eventos precoces podian influir mas tarde en la
anatomia pulmonar, funcion pulmonar, y en el desarrollo de enfermedades

pulmonares'.

1.1.3. DESARROLLO VASCULAR

El desarrollo vascular en el pulmon ha sido mostrado como
determinante en la maduraciéon de la estructura pulmonar y una correcta
angiogénesis y vasculogénesis eran necesarias para la construccion con éxito
del 6rgano'*"*

Las interacciones entre las vias aéreas y los vasos sanguineos eran
criticas para el desarrollo pulmonar normal, sugiriendo que una coordinada
relacion de factores de crecimiento vasculares por parte de las células
epiteliales respiratorias promovia el desarrollo alveolar™*'*,

Jakkula y cols.”” administraron a ratas neonatales agentes
antiangiogénicos, SU-5416, talidomida y fumagilina, observaron una
disminucion en la alveolizacion y en el crecimiento pulmonar, con histologia
similar al pulmén con displasia.

Mike van Tuyl y cols.'* encontraron que la inhibicion de la

vascularizacion in vitro daba lugar a un descenso importante en la
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morfogénesis de la via aérea, sugiriendo que el desarrollo vascular pulmonar
era un factor determinante para la morfogénesis pulmonar.

Schwarz y cols.'® mostraron que la inhibicién de la neovascularizacion
con polipéptido II activador del monocito endotelial (EMAPII) daba lugar a
una detencion de la morfogénesis de la via aérea.

A su vez se ha descrito que el desarrollo vascular pulmonar dependia de
interacciones reciprocas con el epitelio pulmonar. Gebb y Shannon'’ mostraron
que las células mesenquimales cultivadas en ausencia de células epiteliales
degeneraban significativamente y se observaban pocas células positivas para el
VEGFR-2 (receptor 2 del VEGF). En contraste, el mesénquima pulmonar
recombinado con epitelio pulmonar contenia abundantes células positivas para
VEGFR-2 y su distribucion espacial era similar a la que observaron in vivo en
pulmoén fetal y neonatal en ratas. En el estudio in vivo de pulmoén encontraron
células precursoras vasculares, con expresion positiva del VEGFR-2, en el
mesénquima en proximidad al desarrollo del epitelio, desde el dia fetal 11.

Recientemente se ha visto que el desarrollo vascular se producia durante
todas las fases de desarrollo pulmonar. La formacion de la vascularizacién
pulmonar incluia tres procesos: angiogénesis, que daba lugar a los vasos
centrales por brotes de nuevos vasos desde vasos preexistentes'™'’;
vasculogénesis, que daba lugar a los vasos periféricos por diferenciacion in situ

. . . 19-21 . :
de células mesenquimales en hemangioblastos " “'; y fusién entre los sistemas

central y periférico creando la circulacion pulmonar'®.

Los estudios de Burri’ han puesto de manifiesto que en el pulmoén
humano, la maduracion microvascular se iniciaba muy precozmente y tenia
lugar en parte durante la alveolizacion, finalizando a la edad de 2-3 afios.

Andlisis genéticos han demostrado que las interacciones célula a célula
y célula-matriz extracelular, asi como factores de crecimiento y de
transcripcion estaban implicados en el desarrollo vascular®.

Estudios recientes han puesto de manifiesto que uno de los factores mas

importantes relacionado con el proceso descrito anteriormente era claramente

el VEGF>',
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1.2. VEGF
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ha sido mostrado

14,20,22,23 ,
w22 ademas de

como un potente mitdogeno para las células endoteliales
quimiotactico para estas células (Abhay J. Bhatt 2000-6) y uno de los mas
potentes mediadores de regulacion vascular influyendo en la vasculogénesis, en

s 414,19,20
la angiogénesis” "

en la permeabilidad vascular para agua y
proteinas'*****%_ Los estudios de Senger y cols.?*, Dvorak y cols.”® y Roberts
y Palade®” han demostrado el potente efecto sobre la permeabilidad vascular,
que era 50000 veces mayor que la histamina produciendo fenestracion en las
células endoteliales in vivo e in vitro. Ademas se ha presentado al VEGF como
factor necesario para la supervivencia de células endoteliales, sobre todo en
condiciones de hiperoxia®®**’.

En 1996, los estudios de Ferrara y cols.*® y Carmeliet’’ mostraron un
papel critico del VEGF en vasculogénesis y angiogénesis embrionaria viéndose
mortalidad de embriones de ratobn con la inactivaciéon de un simple alelo del

VEGF.

1.2.1. Familia VEGF
Se han identificado en los ultimos afos bastantes miembros de la
familia VEGF incluyéndose VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E,

1825 Estructuralmente se han

y el factor de crecimiento de la placenta (PIGF)
incluido en la familia genética VEGF/PDGF (factor de crecimiento derivado de
las plaquetas)*”.

La molécula VEGF-A, una de las mas estudiadas, fue identificada hace
19 afios por Leung®” y Keck™. El VEGF-A tenia dos grandes actividades
biologicas: la capacidad de estimular la proliferacion celular de células
endoteliales y la posibilidad de incrementar la permeabilidad vascular.
También se ha descrito al VEGF-A como promotor de la supervivencia y
migracion de las células endoteliales™.

Se ha descrito al VEGF como una glicoproteina homodimérica de 45
KDa ligada a la heparina, por medio de residuos basicos de arginina
manteniéndose asi en la membrana basal'>'®*,
Se ha identificado el gen humano del VEGF en el cromosoma 6p21.3

organizado en ocho exones, separados por siete intrones. Asi mismo se han
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descrito varias isoformas del VEGF con 121, 145, 165, 183, 189 y 206
aminoacidos respectivamente'*.

Se ha mostrado a la isoforma VEGF;,; como una isoforma soluble,
mientras que el VEGF g9, VEGF,06y €l 60-70% del VEGF 45 se encontraban en
asociacion con células o en la matriz extracelular. Ha sido observado que la
mayoria de las isoformas del VEGF-A tenian un dominio de unién a la
heparina que interactuaba con las células que asociaban proteoglicanos heparan
sulfato; habiéndose encontrado que la ausencia del dominio de uniéon a la
heparina de la isoforma VEGF;;; daba lugar a pérdida de actividad
mitogena’’'>,

La isoforma VEGF,ss3, se ha asociado al proceso de alveolizacion
incrementandose significativamente poco antes del nacimiento®®, se ha visto
que permanecia elevada en el pulmoén durante el periodo postnatal y en el
adulto”’.

Se ha descrito a la isoforma VEGF,¢s como la isoforma predominante
del VEGF siendo a la que se refiere la abreviatura VEGF y la que se ha visto
que jugaban papel central en el desarrollo vascular'®*°=%,

El VEGF-B se ha encontrado fundamentalmente en el corazon,
formando heterodimeros con VEGF, pudiendo modular su sefializacion®.
Wanstall y cols.*® han mostrado como el bloqueo del VEGF-B en ratones
contribuia al desarrollo de hipertension pulmonar atribuyendo un papel al
VEGF-B en el remodelamiento vascular pulmonar.

El VEGF-C y VEGF-D estarian implicados en el desarrollo del
sistema linfatico™.

VEGF-E ha sido identificado en el genoma de parapoxvirus Orf y
mostraba aproximadamente un 25% de aminoacidos idénticos con el VEGF-A
de mamiferos, mostrando ademas niveles equivalentes de actividad mitdtica en
células endoteliales y de permeabilidad vascular activando el receptor VEGFR-
2%

Recientemente se ha identificado en serpientes venenosas proteinas de
la familia VEGF, svVEGF, que podian contribuir al incremento de la toxicidad
en el envenenamiento’”.

PIGF, factor de crecimiento de la placenta fue descubierto en 1991 en

placenta humana“, se expresaba en la placenta, corazon, pulmon, tiroides,
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cerebro y musculo esquelético. PIGF estimulaba la angiogénesis e inducia
permeabilidad vascular cuando se coinyectaba con VEGF. La ausencia de
PIGF tenia efectos despreciables en el desarrollo vascular pero su pérdida daria
lugar a un dafio en la angiogénesis, extravasacion plasmadtica y crecimiento
colateral en situaciones de isquemia, inflamacién, cicatrizacién y cancer’ %,

El estudio realizado por Tsao y cols.* en nifios pretérmino, puso de
manifiesto que el PIGF estaba elevado en sangre de cordén en nifios pretérmino
que posteriormente desarrollaron displasia broncopulmonar, siendo un factor
de riesgo independiente. En trabajos previos realizados por estos autores
habian encontrado que la sobreexpresion de PIGF en ratones daba lugar a un
incremento del espacio aéreo similar al de la displasia broncopulmonar y que el
PIGF exo6geno inhibia la proliferacion y promovia la muerte celular de los
neumocitos tipo II de raton in vitro™. Ademés mostraron en el raton que el
ARNm del PIGF se detectaba en los pulmones durante la fase sacular y que era
inhibido rédpidamente después de que se habia completado la alveolizacion. En
el estudio realizado en humanos por Tsao y cols.” observaron que los niveles
de PIGF en sangre de cordon se correlacionaban negativamente con la edad
gestacional, sugiriendo que el PIGF podia tener un papel fundamental durante

el desarrollo pulmonar humano actuando sinérgicamente con el VEGF.

1.2.2. Receptores del VEGF

La actividad biologica del VEGF dependia de su reaccion con
receptores especificos. Se han identificado tres receptores diferentes de la
familia de receptores tirosina quinasa: VEGFR-1/FIt-1 (“fms like tirosina
quinasa”), VEGFR-2/Flk-1 (“fetal liver quinasa-1”) o receptor de dominio
quinasa (KDR) y VEGFR-3 (Flt-4)**.

Se ha descrito que VEGFR-1 y VEGFR-2 tenian un dominio
extracelular similar a inmunoglobulina asi como un TtUnico dominio
transmembrana tirosina quinasa y que se expresaban en gran variedad de
células'®*.

Waltenberger y cols.”® fueron los primeros en mostrar que los

receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 daban lugar a diferentes eventos celulares
dependientes del VEGF.
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Gille y cols.*’ para elucidar las distintas contribuciones de cada receptor
a la sefializacion celular por VEGF, emplearon VEGF mutante selectivo para
VEGFR-1 o VEGF mutante selectivo para VEGFR-2 valorando sus funciones
en células endoteliales de vena umbilical humana, observaron que el VEGF
selectivo para VEGFR-1 era incapaz de generar sefial mitogénica, como
evidenciaba también su incapacidad para estimular actividad ERK y que la
activacion del receptor VEGFR-2 por el VEGF selectivo para este receptor era
suficiente para causar migracion celular siendo estimuladas las vias
fosfatidilinositol 3-quinasa y la via fosfolipasa C yl. Mostraron también en un
estudio in vivo sobre la cornea en ratas, que el VEGF selectivo del VEGFR-2
era capaz de inducir angiogénesis y la estimulacion de VEGFR-2 pero no de
VEGFR-1 que era responsable de la induccion de permeabilidad vascular por
VEGF.

El VEGFR-1, fue descubierto por Quinn y cols.”® como una proteina de
180 KDa con afinidad para VEGF-A, VEGF-B, PIGF y svVEGF. Se ha
descrito su expresion en las células endoteliales y en los macrofagos,
monocitos y células madre hematopoyéticas® y que era esencial para la
organizacion de los vasos embrionarios. Se ha visto que los embriones de
raton desprovistos de VEGFR-1 unian tubos de células endoteliales como
canales vasculares anémalos y fallecian en el ttero debido a una carencia de la
organizacion estructural de las paredes vasculares’ y que la mutacion de
VEGFR-1 daba lugar a ratones con células endoteliales bien diferenciadas pero
con fallo en estas células para organizarse en estructuras vasculares normales’”.

Kanno y cols.”® observaron que el bloqueo de VEGFR-1  con
anticuerpos prevenia la migracion pero no la proliferacion de las células
endoteliales, en células de vena umbilical humana en respuesta al VEGF-A,
indicando la implicacién del VEGFR-1 en la migracion de células endoteliales.

Bussolati y cols.® en un estudio realizado en células endoteliales de
vena umbilical humana, observaron que la liberacion de NO estimulada por
VEGEF se inhibia por bloqueo del receptor VEGFR-1 y que el VEGFR-1 via
NO regulaba negativamente la proliferacion celular endotelial mediada por

VEGFR-2.
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Carmeliet P y cols.*” han descrito que el VEGFR-1 incrementaba la
sefial producida por la union VEGF/VEGFR-2 durante la angiogénesis en
bastantes condiciones patologicas.

Se ha comunicado que el VEGFR-2, proteina de 200-230 KDa, tenia
afinidad por el VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-D, VEGF-E y svVEGF*%,
Se ha visto que se expresaba por las células endoteliales vasculares, siendo
considerado el marcador mas precoz de los precursores de células
endoteliales™. Ha sido descrito que los neumocitos tipo II, los progenitores de
células hematopoyéticas y las células tumorales también expresaban VEGFR-
23, Ademas se ha encontrado expresion de VEGFR-2 en células endoteliales
linfaticas pudiendo estar implicado en la linfangiogénesis®®.

Desde su identificacion por Terman y cols.*® el VEGFR-2 ha sido
relacionado en la mayoria de los efectos del VEGF en las células endoteliales
como proliferacion celular, producciéon de NO y prostaciclina, angiogénesis y
permeabilidad vascular'>***7. En contraste, como se ha descrito anteriormente,
la activaciéon del VEGFR-1 no inducia proliferacion de células endoteliales®’.

Ratones sin VEGFR-2 se morian siendo embriones, con ausencia de
vasculogénesis y angiogénesis, lo que ha indicado el papel fundamental del
VEGFR-2 en la biologia vascular™.

Ha sido descrito que la activacion del VEGFR-2 daba lugar a la
autofosforilacion de varios residuos de tirosina en el dominio quinasa, entre
ellos los residuos de tirosina 1175 y 1214°>%°, seguido por la unién de proteinas
que contenian el dominio Src homologo-2 con fosfotirosinas. Se ha
comunicado que el VEGFR-2 desencadenaba la proliferacion celular
implicando la activacién de la via Erk y la asociacion con cadherina vascular-
endotelial. E1 VEGFR-2 mediaba la activacion del fosfatidilinositol 3 quinasa /
via Akt que mediaba a su vez, la supervivencia celular endotelial. La unién del
ligando a VEGFR-2 era seguida de activacion de quinasas de adhesion focal,
p38 MAPK, y paxilina, esto capacitaba para la migracion de células
endoteliales. La permeabilidad inducida por VEGF estaba mediada por su
interaccion con Src, la activacion de p38 MAPK y por la activacion de la 6xido

nitrico sintetasa endotelial (eNOS)"*****% (Fig.1).
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Figura 1: Sefializacion celular inducida por VEGE. Tomada de: Takahashi*
pag. 230.

Shen y cols.®’ observaron que existia sinergismo entre el VEGF, a
través de su accion sobre el receptor VEGFR-2, y el TNF a (factor de necrosis
tumoral a ) estimulando el factor tisular (TF) en células endoteliales humanas
que podia ser critico en la angiogénesis fisioldgica. El incremento de TF podia
facilitar la migraciéon celular, siendo un paso importante en la formacion de
Vasos.

El VEGFR-3 se ha incluido como miembro de la misma familia pero
solo se unia al VEGF-C y VEGF-D y se expresaba predominantemente en el
endotelio de vasos linfaticos'™**>*’. MaKinen y cols.® observaron que la

sobreexpresion del VEGFR-3 soluble en la piel de raton inhibia la
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linfangiogénesis fetal e inducia una regresion de vasos linfaticos ya formados.
Ademas la expresion de VEGFR-3 mutante especifico para VEGF-C, en la piel
inducia el crecimiento de vasos linfaticos sin influir en la arquitectura de vasos
sanguineos indicando que la estimulacion del VEGFR-3 era suficiente para
inducir linfangiogénesis. La estimulacion del VEGFR-3 también protegia a las
células endoteliales linfaticas de la apoptosis®.

La Neurofilina-1, una glicoproteina de superficie celular de 130-140
KDa, se identificd en principio como receptor para semaforinas en el sistema
nervioso®™, era también un receptor para isoformas de VEGF y PIGF™.

Se ha comunicado que la neurofilina-1 incrementaba la efectividad de
la sefial de transduccion de VEGFR-2 '#2°% Recientes estudios han mostrado
que este efecto era resultado de la formacién de un complejo VEGFR-2 y

Neurofilina-1%%¢7,

1.2.3. Regulacion del VEGF
Se ha comunicado que la expresion genética del VEGF estaba regulada

18,29

por muchos factores incluida la hipoxia que era un fuerte inductor del

VEGF, incrementando la transcripcién genética y la estabilidad del ARN*2*%,
factores de crecimiento, citoquinas y otras moléculas extracelulares'®.

El VEGEF se ha descrito como miembro prototipo de genes que induce
la hipoxia. La transcripcion del ARNm del VEGF inducida por la hipoxia se ha
mostrado que estaba mediada por la union del factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1) al sitio de union del HIF-1 en el promotor del VEGF®®,

El HIF-1 fue descrito originalmente como un mediador critico para
inducir la expresion del gen de la eritropoyetina por la hipoxia y se ha
mostrado que activa la transcripciéon de muchos genes incluyendo la tirosina
hidroxilasa, la oxido nitrico sintetasa y varios enzimas glicoliticos de un modo
hipoxia dependiente®®’*7""",

El HIF-1 se ha visto que tenia un papel importante en la angiogénesis
activando la transcripcion de los genes que codificaban los factores de
crecimiento incluyendo VEGF, angiopoyetina-1 y angiopoyetina 2, el factor de

crecimiento de la placenta (PIGF) y el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas (PDGF)".
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Ha sido descrito que el control transcripcional del VEGF residia en una
region llave del promotor a aproximadamente —930 desde el lugar de inicio de
transcripcion en una regiéon de 50-bp que reaccionaba a la hipoxia, a
oncoproteinas como el c-Myc y a activadores del factor de crecimiento'®’""*.

Se ha observado que ratones que carecian de HIF-1 tenian una elevada
letalidad en la mitad de la gestacion y que se asociaba con una gran regresion
vascular debida a una extensa apoptosis de células endoteliales’”.

Ademas de la induccion del gen de transcripcion del VEGF se ha
mostrado que la hipoxia también promovia la estabilizacion del ARNm del
VEGF, que era 1abil bajo condiciones de tensiéon normal de oxigeno, mediante
proteinas que se unian a secuencias localizadas en la region 3’ del VEGF
ARNm’>"®. También se ha visto evidencia de que la elevacion de la
transcripcion de VEGF ARNm mediada por hipoxia estaba también regulada
por sitios que se encontraban en la region 5° del VEGF ARNm®. Ademas del
sitio de union del HIF-1, en la region promotora del VEGF, han sido descritos
muchos sitios de union de factores de transcripcion como AP-1, AP-2, Egr-1,
Sp-1 y muchos otros que estaban implicados en la regulacion de la
transcripcion del VEGE”"",

Masatsugu Ema y cols.”” aislaron el ADNc que codificaba la proteina
que denominaron HLF (factor similar al factor inducible por la hipoxia) o HIF-
20, factor de transcripcion muy relacionado a HIF-1.

En el pulméon en desarrollo la expresion de ARNm del HLF fue
encontrada paralelamente a la expresion de ARNm del VEGF mientras que los
bajos niveles de ARNm del HIF-1a no cambiaban. Estos resultados sugirieron
que el HLF podia inducir la transcripcion del gen VEGF en condiciones de
normoxia™>®".

Se ha visto que el HLF se expresaba abundantemente en el nucleo de
neumocitos alveolares y en las células endoteliales y mesenquimales, mientras
que el HIF-1a se ha detectado en el epitelio bronquiolar®. Estos autores
observaron que la hipoxia también podia activar el HLF y que la deleccion del
gen HLF causaba distrés respiratorio y muerte al nacimiento en ratones.

Ha sido mostrado que el gen humano VEGF contenia sitios de union

para factores de crecimiento como: el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
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el factor de crecimiento de transformacion a (TGF-a) y 3 (TGF-[), el factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF), el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), que actuarian como factores de
transcripcion'?!824222-6881

Estas observaciones han sugerido la relacion paracrina o autocrina de
factores cooperantes con la hipoxia local en la regulacion del VEGF'®°,

Finalmente se ha visto que la prostaglandina E,, los estrogenos', la
hormona estimulante del tiroides (TSH) y la hormona adrenocorticotropa

(ACTH) podian también incrementar la expresién del ARNm del VEGE'®.

1.2.4. Regulacion de los receptores del VEGF

Se ha encontrado que el promotor del VEGFR-1 incluia un sitio de
unién para el HIF*. En cambio aunque la hipoxia incrementaba la expresion
genética de VEGFR-2, en el promotor de este receptor, en ratones y en
humanos no se encontraron elementos relacionados con HIF, sugiriendo que la
hipoxia estimulaba posiblemente de forma indirecta la expresion del VEGFR-
2, posiblemente via generacion y accion del factor de necrosis tumoral O
(TNF-a)"®. Waltenberger y cols.* documentaron que la hipoxia daba lugar a
incremento de la estabilidad del ARNm de VEGFR-2.

El VEGF podia incrementar los receptores VEGFR-2 y VEGFR-1 in
vitro como se ha mostrado en estudios realizados por Shen y cols.* en cultivos
de células donde observaron que el tratamiento con VEGF incrementaba la
expresion del VEGFR-2 incrementando su transcripcion genética y su accion
era a través del propio receptor VEGFR-2. También observaron que el NO

regulaba negativamente la expresion del VEGFR-2.

1.2.5. Interdependencia del VEGF con otros factores angiogénicos

El desarrollo vascular seria el resultado de la colaboracion entre tres
familias de factores de crecimiento: VEGFs, angiopoyetinas y efrinas.

El VEGF iniciaba la formaciéon de vasos por vasculogénesis y
angiogénesis, la angiopoyetina—1 y efrina B, se requerian para la remodelacion

y maduraciéon de los vasos inmaduros iniciales, habiéndose visto que era
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importante que todos estos factores colaborasen en perfecta armonia para la

., . 24,1829
formacion de vasos funcionales™™ ™

. Ha sido mostrado que la angiopoyetina-
1 se unia al receptor TIE-2 del endotelio y estimulaba la sefial de transduccion
responsable de la estabilizacién y maduracion de los vasos sanguineos™,
también se ha asociado con el reclutamiento y mantenimiento de la asociacion
de células de soporte periendoteliales™.

B Thébaud y cols.” observaron capilares méas maduros y menos
permeables cuando realizaron terapia génica combinada con genes de VEGF y
angiopoyetina-1 que solo con el gen de VEGF en ratas expuestas a hiperoxia
durante el desarrollo pulmonar.

La angiopoyetina-1 y su receptor TIE-2 (receptor tirosina quinasa) se ha
mostrado que estaban incrementados durante el desarrollo pulmonar. Ha sido
observado en animales que carecian de angiopoyetina-1 y de TIE-2 que
fallecian con anomalias vasculares en el desarrollo embrionario precoz*®*’.

Thurston y cols.*® administraron angiopoyetina I recombinante a
ratones recién nacidos y a ratones adultos. Observaron que la angiopoyetina
inducia un aumento de la circunferencia vascular, de modo especifico en venas.
Esta accion era debida a la posibilidad de que la angiopoyetina actuaba como
promotor de la proliferacion de células endoteliales en ausencia de brotes
vasculares, esta accion la observaron solo durante el periodo postnatal, previo a
la cuarta semana, definiéndose una ventana critica de plasticidad vascular en el
desarrollo neonatal.

Por otro lado se ha descrito que la angiopoyetina-2 tenia alta afinidad
por el TIE-2 y podia actuar como antagonista de TIE-2. En las células
epiteliales alveolares la expresion de angiopoyetina -2 era inducida por la
hiperoxia y se ha visto que el dafio oxidativo, la muerte celular, la inflamacion,
la permeabilidad y la mortalidad estaban descendidos en ratones sin
angiopoyetina-2".

También se ha comunicado que EMAP II (polipéptido II activador de
monocitos endoteliales), una proteina anti-angiogénica, tenia un papel durante
el desarrollo alveolar como regulador negativo de la formacion vascular. Ha
sido observado que EMAP II se mantenia en niveles de expresion bajos
durante la vida postnatal y en el adulto, con la excepcién de una oleada que se

correlacionaba con la maduracion microvascular, sugiriéndose que el
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crecimiento vascular era regulado negativamente cuando sucedia la fusion de la
red de doble capilar en uno sélo'®. Ha sido mostrado un incremento de EMAP
IT en el tejido pulmonar de nifios con displasia broncopulmonar asi como en
modelo de corderos prematuros, sugiriendo que esta proteina contribuia a la

interrupcion del desarrollo vascular de la displasia broncopulmonar™.

1.2.6. VEGF y sus receptores en el desarrollo embrionario

Durante el desarrollo embrionario, la expresion del VEGF ha sido
detectada, en los primeros dias después de la implantacion, en las células
gigantes del trofoblasto, sugiriendo un papel de este factor en la induccion del
crecimiento vascular en la decidua, placenta y membranas vasculares. Mas
tarde en los estados de desarrollo en embriones de raton o rata, el ARNm del
VEGF se ha visto expresado en muchos 6rganos incluyendo corazon, columna
vertebral, pulmon, rifién y en la médula espinal y cerebro’™".

En el feto humano (16-22 semanas) la expresion del ARNm del VEGF
se ha detectado en todos los tejidos siendo mas abundante en pulmon, rifidon y
bazo’*.

Estudios de hibridacion in situ han mostrado la expresion del ARNm de
VEGFR-2 en el saco vitelino y en el mesodermo intraembridnico primero y
mas tarde en los angioblastos, endocardio y endotelio de pequeiios y grandes
vasos’"*?. Otros estudios han demostrado que la expresion de ARNm del
VEGFR-2 era primero detectada en el mesodermo proximal-lateral
embrionario que daba lugar al corazon. Se ha sugerido que el VEGFR-2 podia
ser el marcador mas precoz de los precursores de células endoteliales™.

Flamme y cols.” identificaron el VEGF vy su receptor VEGFR-2 en el
embrion de codorniz cuyo modelo de expresion era consistente con el modelo
encontrado durante la embriogénesis de raton, este modelo de expresion
durante la embriogénesis en diferentes especies ha sugerido un mayor papel del

sistema de transduccion VEGF/VEGFR-2 en la vasculogénesis y angiogénesis.

1.2.7. Papel del VEGF en el desarrollo pulmonar
La via de senalizacion del VEGF se ha mostrado como fundamental en
la vasculogénesis, particularmente durante el desarrollo fetal pulmonar'>'’. La

expresion de VEGF y VEGFR-2 se ha demostrado en vias aéreas tubulares y
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en células mesenquimales vasculares durante el desarrollo fetal e in vitro en
cultivos que contenian elementos epiteliales y mesenquimales de pulmon
fetal'’.

Maniscalco y cols.”’ encontraron en monos una asociacién temporal
entre el incremento de PECAM-1 (molécula de adhesion plaquetaria de células
endoteliales) y el incremento de VEGF sugiriendo un papel en la
vasculogénesis pulmonar.

La maxima expresion del VEGF en neumocitos tipo II de raton se ha
visto que es durante la fase canalicular, después descendia hasta alcanzar
niveles que se mantenian en la vida adulta®’.

Lassus y cols.”” encontraron una mayor concentracion de VEGF en
aspirado traqueal de nifios pretérmino que en el de niflos que han nacido a
término. Levy y cols.”® encontraron en pulmon fetal que la expresion del VEGF
era mayor en las fases canalicular y sacular.

En estudios realizados por Bhatt y cols.” en un modelo en ratones, la
cantidad de ARNm del VEGF se triplico durante las primeras dos semanas
postnatales, fase de alveolizacion y expansion de la microvascularizacion. La
cantidad de ARNm del VEGFR-2 se increment6 en paralelo. En estos estudios
por hibridacion in situ se mostr6 que el VEGF ARNm estaba localizado
principalmente en las células epiteliales de los espacios aéreos distales.

La expresion de ARNm del VEGFR-1 y VEGFR-2 también se
incrementé durante el desarrollo pulmonar normal en raton®'’ y estos
receptores se localizaron en las células endoteliales de los vasos pulmonares en
proximidad al epitelio en desarrollo®’. Esta relacion espacial sugirio que el
VEGEF jugaba un importante papel en el desarrollo del lecho capilar alveolar™”.

Del Moral y cols.”” mostraron que el VEGF ¢4 exdgeno inducia la
morfogénesis bronquial en cultivos de pulmoén embrionario de raton. El efecto
del VEGEF sobre el epitelio debia ser de forma indirecta por interrelacion con el
mesénquima ya que sOlo encontraron expresion de VEGFR-2 en células
mesenquimales.

La expresion del ARNm de VEGF y de la proteina VEGF se localizd
en las células epiteliales distales en el pulmon fetal humano en el segundo

semestre de gestacion ° y sus niveles aumentaron con el tiempo.
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Mias recientemente FA Groenman y cols.” observaron la expresion de
VEGEF en el epitelio en el primer trimestre de gestacion en humanos, asi como
la expresion de VEGFR-2 en células mesenquimales adyacentes al epitelio y en
estructuras vasculares del mesénquima.

Zhao y cols.” en un modelo en ratones con injertos pulmonares en la
capsula renal, determinaron la funciéon del VEGF en la formacion pulmonar.
Inhibiendo el VEGF observaron una inhibicion del desarrollo vascular y una
alteracion significativa del desarrollo epitelial existiendo una diferenciacion
celular normal.

La ausencia de las isoformas VEGF ¢4 y VEGF g3 dieron lugar a un
descenso en el desarrollo vascular periférico y un retraso en la formacion de
espacios aéreos en pulmones de raton'*.

Se ha visto que la inhibicién de VEGF daba lugar a una inhibicion de la
angiogénesis y alveolizacion en el desarrollo pulmonar en ratas. Ademas el
bloqueo durante periodos cortos de tiempo del VEGF también reducia el
numero de islotes sanguineos y de células endoteliales que expresaban
VEGFR-2".

B Thébaud y cols.” realizaron estudios in vitro e in vivo en pulmén de
rata mostrando que la inhibicion de la sefial de VEGF detenia la alveolizacion
dando un modelo similar a la displasia broncopulmonar y al enfisema.

Empleando el bloqueante Su-5416 del receptor de VEGF antes o
después del nacimiento daba lugar a una vascularizaciéon pulmonar y
alveolizacion reducidas®' .

Por otra parte la sobreexpresion del VEGF ¢4 en el epitelio de la via
aérea distal durante el desarrollo pulmonar daba lugar a un incremento'' o
disminucion de la vascularizacion peritubular'®?, dependiendo del momento de
sobreexpresion En estos estudios también se vieron alteraciones en la
morfogénesis pulmonar .

Se han detectado altos niveles de proteina VEGF y de ARNm de VEGF
en el desarrollo pulmonar, teniendo el VEGF un papel central en la formacion
de los vasos pulmonares y también en las interacciones epitelio-endotelio que
eran criticas para el desarrollo pulmonar normal'®"**?,

Se ha establecido un lazo regulador en el cual el VEGF derivado del

epitelio, inducia el desarrollo vascular y el endotelio reenviaria sefiales
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directamente o indirectamente via el compartimento mesenquimal, que
estimulaban la diferenciacion y bifurcacion epitelial*.

Segun los estudios de Yamamoto y cols.'®™ la formaciéon de septos
primarios dependia de las interacciones entre el epitelio respiratorio y los vasos
subyacentes, estableciendo la dependencia del desarrollo capilar pulmonar con
el VEGF-A derivado del epitelio. Ademas mostraron que el HGF (factor de
crecimiento del hepatocito), factor derivado del endotelio, mediaba la sefial
reciproca desde los vasos al epitelio respiratorio para la adecuada formacion
de septos primarios, existiendo una malformacion de estos septos si se producia
una deleccion selectiva del gen del receptor de HGF.

Brown y cols.®” en un estudio in vitro con cultivos celulares de pulmoén
humano en el segundo semestre, hallaron receptor VEGFR-2 y Neurofilina I en
las células epiteliales, sugiriendo un posible papel autocrino del VEGF en la
proliferacion y diferenciacion de células epiteliales alveolares humanas.
Ademas mostraron que con VEGF exo6geno se incrementaban pardmetros de
diferenciacion tisular y proliferaban las células epiteliales de la via aérea distal
teniendo morfologia de neumocitos tipo II e incrementandose la produccion de
distintos componentes del surfactante.

El VEGF estimulaba la produccion de surfactante pulmonar por los
neumocitos tipo II'**'®**" dando lugar a una maduracién pulmonar y a la
prevencion del desarrollo del sindrome de distrés respiratorio del recién
nacido'®.

Compernolle y cols.* realizaron un estudio en ratones prematuros
donde observaron un incremento en la produccion de proteinas del surfactante
B y C después del tratamiento con VEGF, mostrando que las células tipo II
expresaban VEGFR-2. Aunque los mecanismos precisos por los que el VEGF
estimulaba la sintesis de surfactante aun no han sido bien determinados, parece
que el VEGF estimulaba la sintesis del Factor Activador de Plaquetas (PAF),
un potente inductor de glucogenolisis en el pulmon fetal y que activaba la
proteina quinasa C, un regulador central de la secrecion de surfactante y del
metabolismo del glucogeno.

Ha sido mostrado'®

que la supresion del VEGF daba lugar a muerte
celular endotelial sugiriendo que el VEGF podia ser también un factor de

supervivencia para células endoteliales.
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1.2.8. VEGEF en el pulmoén

Aunque el VEGF ha sido caracterizado como mitogeno para células
endoteliales vasculares, muchos estudios han identificado la presencia del
VEGF en distintos tipos de células en muchos érganos. Se ha descrito que el
pulmoén presentaba el mas alto nivel de expresion del gen VEGF habiéndose
detectado el VEGF y sus receptores en neumocitos tipo II, células epiteliales
de las vias aéreas, células mesenquimales, células de musculo liso de la via

18,95,105 .
7202 Los altos niveles de

aérea y vasculares, macrdfagos y neutrofilos
proteina VEGF en el epitelio respiratorio tenian una funcién de reservorio
fisiologico'®. En el pulmén, el ARNm de VEGF vy la proteina también se han
localizado en la membrana basal subyacente a las células epiteliales™***%°

Soportando la teoria de la importancia de los neumocitos tipo II como
origen del VEGF en el pulmén se ha demostrado la expresion de ARNm para
VEGF en una subpoblacion de neumocitos tipo II en pulmoén de conejo y la
produccion de ARNm para VEGF por parte de los neumocitos tipo II en el
adulto durante la recuperacion del dafio hiperoxico'’.

El VEGF se ha detectado en muchas clases de fluidos bioldgicos y
células del parénquima pulmonar siendo considerablemente mas altos los
niveles de VEGF en fluidos broncoalveolares que en sangre, teniendo un papel
en la biologia del endotelio pulmonar normal'®,

Se ha demostrado la importancia del VEGF en las funciones de las
células endoteliales sobre la sintesis de oxido nitrico (NO) y prostaciclina
(PGL,)', asi como la funcion de estas sustancias sobre la vasodilatacién en la
circulacién pulmonar'”’. El VEGF activaba la NO sintetasa de las células
endoteliales que a su vez mediaba en los efectos proangiogénicos del VEGF'®.
El NO también mediaba en los efectos de permeabilidad del VEGF'®,
posiblemente implicando a Src o Yes quinasas. Las propiedades de
supervivencia del VEGF se han relacionado con la activacion de Bcl-2'"°,
survivina, inhibidores de la apoptosis''!, y las propiedades de morfogénesis
vascular con la actividad de la quinasa ligada a la integrina''* y con el factor de
respuesta sérica' .

Se ha visto que el incremento de los niveles pulmonares fetales de

VEGF, VEGFR-1 y VEGFR-2 continuaba en el pulmén perinatal,
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duplicdndose los niveles aproximadamente al dia 6 postnatal, y esto era
paralelo en roedores’. Sin embargo durante el periodo critico de adaptacion
pulmonar a la vida postnatal, se requerian unos niveles normales de VEGF en
el pulmoén y una sefalizacion de VEGFR-2 normal como han demostrado los
estudios de Voelkel y cols."? que observaron que la neutralizacién de VEGFR-
2 con un anticuerpo monoclonal durante la primera semana de vida causaba
dafio alveolar. Le Cras y cols.'" mostraron que grandes incrementos en la
expresion genética de VEGF pulmonar en ratones recién nacidos daban lugar
a pérdida de la integridad de la barrera alveolo capilar, hemorragia pulmonar,
hemosiderosis, enfisema y simplificacion alveolar, presentando estos ratones
incremento de distrés respiratorio e incremento de la mortalidad.

En un estudio realizado por Bhatt y cols.”’ en un modelo de raton
encontraron mayores niveles d¢ ARNm del VEGF en el pulmén adulto que en
el pulmon en desarrollo, sugiriendo un posible papel en el mantenimiento de la
microvascularizaciéon normal y en la integridad de la ya establecida barrera
aire-sangre. En este sentido se ha demostrado que el tratamiento crénico en
ratas adultas con SU5416, bloqueador de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2,
daba lugar a enfisema, sugiriendo que el VEGF se requeria también para el
mantenimiento de las estructuras alveolares y vasculares pulmonares en el
adulto'"”.

En estado de enfermedad, la expresion del VEGF y sus receptores se ha
visto afectada y a menudo se ha relacionado con la patofisiologia y las
caracteristicas particulares de cada enfermedad por lo que el VEGF en el
pulmoén, segin Andriana I Papaioannou, seria un buen amigo si estaba presente

en el lugar adecuado, en la cantidad adecuada y en el tiempo adecuado'™.

1.2.9. Papel del VEGF en el sindrome de distrés respiratorio
En el sindrome de distrés respiratorio, el VEGF tenia un papel

importante aunque controvertido' '

, regulando la permeabilidad vascular y la
supervivencia de las células endoteliales. Tanto en modelos de animales como
en humanos con distrés respiratorio, se ha observado que bajos niveles de
VEGEF en el pulmén se asociaban con un peor pronéstico''”"''?. Mura y cols.''

observaron, en un modelo de dafio pulmonar agudo en ratones adultos, que
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existian cambios dindmicos en la expresion de VEGF y sus receptores con un
incremento inicial y posteriormente una reduccion en la expresion.

Segin Kaner y cols.'”’, Karmpaliotis y cols.*! y Becker y cols.'?, la
sobreexpresion del VEGF tenia un papel importante en el desarrollo de edema
pulmonar, regulando directamente la permeabilidad vascular para el agua y
proteinas. Sin embargo otros estudios en animales y en humanos han mostrado
un papel protector del VEGF en el sindrome de distrés respiratorio™''"''%,

En los estadios iniciales los diferentes agentes que producen dafio
pulmonar y las citocinas proinflamatorias estimulaban la producciéon y
liberacion del VEGF desde las células tipo II, macréfagos alveolares y
neutrofilos''®# . Por tanto, la barrera epitelial-endotelial estaba expuesta a
altas concentraciones de VEGF, que incrementaba la permeabilidad vascular y
daba lugar a edema intersticial >'®,

Durante el desarrollo del dafio pulmonar, la alteracion de las células
epiteliales alveolares reducia la produccion de VEGF y disminuia la deteccion
en el lavado broncoalveolar'®. En esta misma linea Fehrenbach y cols.'”
mostraron, en un modelo de isquemia reperfusion en ratas, un descenso en la
expresion de VEGF sobre todo por daiio en las células alveolares tipo II.

La liberacion de VEGF desde otros organos y de los leucocitos
circulantes podia contribuir a la elevacion de la concentracion sérica en
pacientes con sindrome de distrés respiratorio. Posteriormente durante la
recuperacion del dafio pulmonar las células alveolares se reparaban e
incrementaban la produccion local de VEGF con un papel importante en la
reparacion y angiogénesis a través del receptor VEGFR-2'®. En este sentido se
ha visto que la produccion de VEGF estimulada por IL-13 en ratones
transgénicos, conducia a una proteccion después del dafio pulmonar por
hiperoxia aguda'"’.

En nifios pretérmino, hijos de madre con rotura prematura de
membranas o corioamnionitis, se ha observado que los niveles de VEGF en el
pulmon estaban incrementados e influian en la maduracion pulmonar y en el
menor distrés respiratorio, y los niveles de VEGF en aspirado traqueal eran
mas bajos en los que tenian distrés respiratorio mas severo. Grover y cols.'**

en un modelo de distrés respiratorio severo en corderos pretérmino, hallaron

una disminucidn en la expresion de las proteinas HIF-1a, HIF-2a y de ARNm
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de VEGF, encontrando duplicado el dominio prolil hidroxilasa-2 (PHD-2). La
actividad de la prolil hidroxilasa se ha mostrado que era necesaria para la
degradacién de HIF*®,

Compernolle y cols.** demostraron, en ratones pretérmino, que HIF-2a
y VEGF eran criticos para la maduracién pulmonar fetal. La pérdida de HIF-
2d, la ausencia de isoformas criticas de VEGF o la inhibicion de VEGF en el
utero detenian la maduracion pulmonar y causaban sindrome de distrés
respiratorio al nacimiento debido a una produccion insuficiente de surfactante.
Encontraron que cuando administraban VEGF intra-amniotico a fetos o VEGF
intratraqueal después del nacimiento, el VEGF incrementaba la conversion de
glucogeno almacenado a surfactante, mejorando la funcién pulmonar. Al
mismo tiempo protegia a los ratones extremadamente prematuros de desarrollar
distrés respiratorio severo y prolongaba su supervivencia. En este estudio
obtuvieron una eficiencia comparable al tratamiento con glucocorticoides
prenatales pero sin sus efectos adversos.

El resultado de la actividad bioldgica del VEGF, en el sindrome de
distrés respiratorio, dependia de las condiciones fisiopatoldgicas, del tiempo y
del grado de dano endotelial y epitelial. E1 VEGF podia ser la causa del
desarrollo de distrés respiratorio o por el contrario un mediador para su

s 18,125
recuperacion .

1.2.10. VEGF en la hipertension pulmonar

La implicacién de factores endoteliales en la alta resistencia vascular
pulmonar fetal ha sido ampliamente estudiada en animales estando su
ontogenia poco estudiada en el pulmén fetal humano. La maxima expresion de
eNOS y VEGEF justo antes del estado alveolar del desarrollo pulmonar indicaba
un papel clave de estos dos mediadores en la maduracion pulmonar. En el
periodo perinatal se ha observado que la expresion de eNOS y VEGF era muy
baja y la expresion de endotelina-1 y sus receptores muy alta. Esto sugeria que
mediadores diferentes al NO participaban en la gran vasodilatacion pulmonar
del recién nacido humano. Receptores ET-B, fuertemente expresados en el
pulmén humano desde la mitad de la gestacion hasta el nacimiento se ha visto
que tenian efectos vasodilatadores en el recién nacido. Se ha mostrado que

canales de K sensibles a ATP mediaban la vasorelajacion en animales recién
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nacidos y eran muy expresados en el desarrollo pulmonar humano, pero su
papel en la adaptacion de la resistencia vascular pulmonar al nacimiento atin no
ha sido establecido’®'%.

Los mecanismos responsables de la caida de la resistencia vascular
postnatal han sido muy discutidos pero parece ser que la rapida dilatacion
inicial de los vasos pulmonares estaria estimulada por la ventilacion mecanica
y por la tension de oxigeno''?’.

Le Cras y cols.'?® observaron que el tratamiento con una sola dosis de
SU-5416, inhibidor del VEGF, a ratas recién nacidas el primer dia de vida era
la causa de hipertension pulmonar severa a las tres semanas de edad y que
persistia en el adulto. Sus estudios han sugerido que la disrupcion precoz de la
senalizacion del VEGF en el pulmoén del recién nacido podia contribuir a una
predisposicion a hipertension pulmonar del adulto a largo plazo.

Muchos estudios han sugerido un papel importante del VEGF en la
patogénesis de la hipertensién pulmonar'?'?*'*; sin embargo hay otros
estudios que han sugerido que el VEGF era importante en atenuar el desarrollo
de hipertension pulmonar, posiblemente protegiendo las células endoteliales de
la lesion y apoptosis'>*'.

El VEGF vy sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 jugaban un papel
importante en las lesiones plexiformes que se veian en los pulmones con

hipertension pulmonar'*®'?’

y podian tener un papel en la patogénesis de la
hipertension pulmonar estimulando una angiogénesis disregular'*®. La carencia
de VEGF causaba la muerte de células endoteliales por dafio en la via de los
receptores tirosina quinasa y la sobreexpresion experimental de VEGF
producia estructuras que parecian lesiones plexiformes'**.

También se ha propuesto al VEGF como protector en el desarrollo de
hipertension pulmonar ya que estimulaba la liberacion de NO desde el
endotelio vascular e incrementaba la expresion de la NO sintetasa'*®. El dxido
nitrico ayudaba a modular la resistencia vascular pulmonar en el utero y
contribuia a la caida postnatal en la resistencia"'*’.

En un estudio realizado en corderos, Grover y cols."*” mostraron una

reduccion de la expresion de VEGF pulmonar en un modelo experimental de

hipertension pulmonar persistente del recién nacido. Ademas mostraron que la
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inhibicion selectiva de la isoforma 165 del VEGF seria la causa de la
hipertension pulmonar.

Recientes estudios'”’ han mostrado que el dafio en la via de
senalizacion de VEGF podia contribuir a la patogénesis de la hipertension
pulmonar. La disminucion de la expresion pulmonar del VEGF descrita en su
modelo experimental de hipertension pulmonar en ovejas, seria la causa de las
anomalias estructurales y funcionales que encontraban y observaron que la
mejoria de la hipertension pulmonar en el tratamiento con VEGF se producia a

través de la estimulacion de produccion de NO.

1.2.11 VEGF y displasia broncopulmonar

La primera definicion de displasia broncopulmonar fue dada por
Northway en 1967"*° como: enfermedad pulmonar crénica durante la infancia a
consecuencia de la terapia con ventilacion mecénica y oxigeno, para el
sindrome de distrés respiratorio, después del nacimiento prematuro.
Tradicionalmente la displasia broncopulmonar ha sido definida por la
persistencia de signos y sintomas respiratorios, la necesidad de oxigeno
suplementario para tratar la hipoxemia, y alteraciones radiologicas a la semana
36 de edad corregida.

Con las nuevas posibilidades terapéuticas la displasia broncopulmonar
se ha visto que afecta a nifios pretérmino muy inmaduros, y se ha sugerido
que su patogénesis era mas por una detencion del desarrollo pulmonar normal
que por volutrauma o inflamacién'*’. La hipoplasia alveolar y los cambios
dismorficos de la microvascularizacion pulmonar han sido hallazgos
consistentes en los modelos animales de displasia broncopulmonar y en
necropsias de nifios que habian fallecido con displasia broncopulmonar™-'4!-1#,

Dentro de los mecanismos que detienen el desarrollo alveolar en la
displasia broncopulmonar han sido implicados: el estrés oxidativo, la
ventilacion mecanica, factores proinflamatorios, glucocorticoides, péptidos
similares a la bombesina y la pobre nutricion'**'*.

Los nifios prematuros presentaban una microvascularizacion no
desarrollada y el dafio pulmonar por hiperoxia y citoquinas inflamatorias eran

toxicas para las células endoteliales'**'*’. Teniendo en cuenta el papel critico

de las células endoteliales durante el desarrollo pulmonar, las estrategias que
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alteraban la sefial del VEGF durante la etapa fetal y perinatal darian lugar a
displasia broncopulmonar'>'%.

La importancia del VEGF durante el crecimiento del pulmon fetal ha
conducido a la teoria vascular de la displasia broncopulmonar, que ha tenido
una importancia considerable en el dafio pulmonar debido a la prematuridad,
ventilacién mecanica y tratamiento con hiperoxia durante la vida perinatal .

La histologia pulmonar predominante en la autopsia de los nifios con
displasia broncopulmonar se ha caracterizado por una detencion en el
desarrollo pulmonar, incluyendo el desarrollo alveolar y el crecimiento

3,100,140,145,150,151
vascular™ TR

Bhatt y cols.'*

mostraron un descenso en la expresion de VEGEF,
VEGFR-1 y TIE-2 en pulmones de nifios que habian fallecido con displasia
broncopulmonar, y que presentaban capilares dismorficos, lo que sugirié una
detencion del desarrollo de la vascularizacion pulmonar.

Ambalavanam y Novak '** encontraron niveles menores de VEGF en el
aspirado traqueal de nifios pretérmino con ventilacion mecanica, en las
primeras 24 horas de vida, que desarrollaron displasia broncopulmonar
respecto a los que no la desarrollaron. En cambio en el estudio realizado por

153 en el lavado broncoalveolar al nacimiento de nifios que

Currie y cols.
desarrollaron displasia broncopulmonar comparado con nifios que no la
desarrollaron, el VEGF era indetectable al nacimiento y se incrementaba de un
modo similar en ambos grupos.

Estudios experimentales en ratas han sugerido que la inhibicion de la
actividad del receptor del VEGF reducia la alveolizacion y el crecimiento
vascular dando lugar a cambios histolégicos en el pulmoén que se asemejaban a
los encontrados en la displasia broncopulmonar'®.

El descenso de VEGF en la displasia broncopulmonar tenia
implicaciones en la supervivencia de las células endoteliales. Ademas el VEGF
inhibia el factor de necrosis tumoral o (TNF-a) y por tanto la apoptosis de las
células endoteliales'”. También se ha descrito que la inhibicion de los
receptores del VEGF en el pulmoén inmaduro reducia la expresion de la oxido
nitrico sintetasa (NOS) y de la bioactividad del oxido nitrico (NO) y mas tarde
contribuia al desarrollo del dafio estructural y funcional de la displasia

broncopulmonar'®'%%*,
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B Thébaud y cols.” realizaron tratamiento mediante terapia génica
intratraqueal con VEGF a ratas expuestas a hiperoxia durante el desarrollo
pulmonar y observaron una mayor supervivencia y una preservacion y
restauracion de la alveolizacidon normal incluso cuando el tratamiento se
realizaba estando ya instaurada la displasia broncopulmonar. La transferencia
del gen del VEGF también incrementaba la expresion de la NO sintetasa,
sugiriendo que parte de los efectos beneficiosos del VEGF podian ser
mediados por NO.

3151 realizaron tratamiento con VEGF recombinante

Kunig y cols.
humano a ratas recién nacidas durante y después de la exposicion a la hiperoxia
observando un aumento en el crecimiento vascular y mejorando la
alveolizacion. El tratamiento con VEGF después del dafio producido por
hiperoxia en ratas recién nacidas mejoraba la alveolizacion, el crecimiento
vascular y el crecimiento pulmonar y prevenia el desarrollo de displasia
broncopulmonar.

En los estudios comentados anteriormente”’, el VEGF inducia capilares
inmaduros, muy permeables y edema pulmonar. Sin embargo combinando la
transferencia génica de VEGF y Angiopoyetina 1 se preservaba la
alveolizacion y mejoraba la angiogénesis con mas capilares maduros y menos
permeables’.

Estos estudios aumentarian nuevas posibilidades para el tratamiento de
los nifios con displasia broncopulmonar severa, con las reservas que conlleva
la extrapolacion de estos hallazgos en modelos de roedores al tratamiento de la
enfermedad en humanos.

* en nifios con displasia broncopulmonar, han

De Paepe y cols."
sugerido que los cambios en la arquitectura pulmonar no eran simplemente
resultado de una disminucion en la angiogénesis, describiendo un incremento
en la densidad capilar pulmonar en nifios que habian estado durante mucho
tiempo con ventilacidn mecanica.

Akeson y cols.'” estudiaron ratones transgénicos que expresaban mas
VEGF ¢4 en células epiteliales de la via aérea proximal y/o distal. Observaron
que cuando la mayor expresion del VEGF 44 era en la via aérea proximal no se

produjeron alteraciones en la union de las redes vasculares del pulmon, que si

se produjeron cuando la expresion fue mayor en la via aérea distal,
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demostrando que se requeria una expresion espacial precisa del VEGF-A para
el adecuado desarrollo del modelo vascular durante la morfogénesis pulmonar,
indicando que hay que tener precaucion en el uso de VEGF como agente
terapéutico en recién nacidos.

Diversos estudios han sugerido que el NO podia modular el crecimiento
vascular y la alveolizacién en el feto'*'>”. Han mostrado un papel critico de la
senalizacion VEGF-NO durante el crecimiento y el desarrollo pulmonar a
través de la modulacion de la expresion de eNOS y la produccion de NO. Se ha
observado que el tratamiento con NO inhalado, preservaba la arquitectura
alveolar en modelos experimentales de displasia broncopulmonar y disminuia
la incidencia de displasia broncopulmonar en niflos prematuros con fallo

respiratorio™'>*.

158
en un modelo en ratones observaron una

Balasubramaniam y cols.
reduccién en la expresion del VEGF pulmonar, del VEGFR-2, de la NO
sintetasa y del receptor de eritropoyetina cuando eran sometidos a hiperoxia en
el periodo neonatal pero no en la edad adulta. Esta diferencia podia contribuir a
la mayor susceptibilidad a la hiperoxia en el periodo de desarrollo pulmonar y

al mayor dafo en vasos pulmonares y crecimiento alveolar en la displasia

broncopulmonar.

1.2.1.2. VEGF e hipoplasia pulmonar

La hipoplasia pulmonar se ha asociado clinicamente con anomalias de
la vascularizacion y circulacion pulmonar. Chinoy y cols.** en un modelo
experimental de ratones con hipoplasia pulmonar observaron niveles
significativamente menores de VEGF y de su receptor VEGFR-2 en los
pulmones hipoplasicos comparados con los pulmones normales, sugiriendo
que la inhibicién del VEGF y de su receptor VEGFR-2 reducia la morfogénesis

vascular pulmonar y contribuia a la formaciéon de pulmones hipoplasicos.

1.3. OTROS FACTORES DE CRECIMIENTO

Ademas del VEGF, se han estudiado otros factores de crecimiento
relacionados con el desarrollo pulmonar. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento

del hepatocito (HGF) y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas
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(PDGF) han sido los factores mas implicados. La sefial de estos factores de
crecimiento era través de los receptores transmembrana tirosina quinasa que
daban lugar a un efecto positivo en la morfogénesis pulmonar. En contraste
factores de crecimiento como los de la familia del factor de crecimiento
transformador (TGF), cuya sefial es a través de receptores transmembrana
serina treonina quinasa, daban lugar a un efecto inhibidor en la proliferacion de
células epiteliales pulmonares y por tanto negativo en la regulacion de la

morfogénesis pulmonar'’.

1.4. HIPOXIA

1.4.1. Respuesta metabdlica y ventilatoria a la hipoxia

La funcion esencial del pulmén es el intercambio gaseoso para
satisfacer las necesidades de oxigeno del organismo y para la eliminacién de
dioéxido de carbono producido por el metabolismo.

Se ha descrito que la hiperventilacion era la primera respuesta que se
daba ante la exposicion a la hipoxia'®*'°".

Cross y cols.'® hace 50 afios mostraron que los recién nacidos
expuestos a concentraciones menores de oxigeno (FiO2 = 0,15) disminuian su
consumo de oxigeno. Ademas observaron que este descenso de la tasa
metabolica durante la hipoxia causaba un descenso de la temperatura corporal
que era beneficioso para la supervivencia en ambiente hipdxico.

Estudios experimentales en mamiferos recién nacidos, llevados a cabo
entre los afios 1950 a 1960 mostraron que con niveles moderados de hipoxia
también ocurria la situacion de hipometabolismo'®.

Los recién nacidos de numerosas especies, entre ellas las ratas, tras los
primeros 15-30 minutos de exposicion a la hipoxia tenian hiperpnea y el
volumen minuto pulmonar disminuia, como respuesta a la disminucién del

. , ., P 164
metabolismo, a este fenomeno se denominé “respuesta bifasica™ .

160,161,165 :
#P> apoyaron la idea que el

Varias evidencias experimentales
hipometabolismo que se daba en la hipoxia no era una respuesta forzada sino
una respuesta regulada o “conformismo regulado”.

Se ha descrito que el metabolismo hipoxico era mas marcado en

especies pequefias que tenian un consumo de oxigeno referido al peso corporal
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més alto. Hill'® fue la primera en demostrar el efecto de la edad y el tamafio
en la magnitud del hipometabolismo durante la hipoxia.

Un factor que estaba implicado en el descenso del consumo de oxigeno
durante la hipoxia era la inhibicion de la termogénesis'®°.

La respuesta ventilatoria a la hipoxia tras el nacimiento ha sido muy
estudiada en el neonato a término'®’, y especialmente en nifios pretérmino'®®,
En ambos estudios durante la exposicion a la hipoxia, los neonatos mostraban
una respiracion bifasica con un aumento de la frecuencia ventilatoria en los
primeros minutos secundaria la estimulacion de quimiorreceptores,
principalmente de la zona carotidea. En la segunda fase existia una
disminucién de la frecuencia ventilatoria; sobre todo en nifios prematuros. No
se ha aclarado el origen de esta respuesta pero como intrautero el feto tenia
valores de PaO, de 20 mmHg no era necesario el mantenimiento de la
ventilacion de forma continua. En ratas recién nacidas, se ha mostrado que
exposiciones repetidas de forma intermitente a la hipoxia, provocaban una
mayor estimulacién de quimiorreceptores carotideos y una posterior depresion
ventilatoria'®’.

Aun no han sido descritos los mecanismos exactos de respuesta
metabolica y ventilatoria a la hipoxia aunque se han implicado multiples

factores' '*-172

incluyendo CO,, adenosina, endorfinas y GABA.
Hay autores que han considerado que existia una coordinacién central
de este proceso'®, se ha propuesto al hipotalamo como parte central de dicha

integracion'®®.

1.4.2. Efectos celulares y moleculares de la hipoxia

La hipoxia se ha considerado como un potente estimulo que era capaz
de producir cambios complejos en multiples vias de sefializacion'”.

La hipoxia perjudicaba el desarrollo pulmonar antes y después del
nacimiento, afectando a la adaptacion a la vida extrauterina y causando un alto
indice de morbilidad y mortalidad. Podia producir un dafio irreversible tanto a
las vias aéreas como a los vasos, particularmente en los pulmones inmaduros
de los nifios prematuros, donde la hipoxia se daba con mas frecuencia que en

nifios a término’.
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Son muchos los estudios que han descrito que el desarrollo pulmonar
normal necesitaba un ambiente de hipoxia relativa en el utero'>'***'73  Los
requerimientos de oxigeno se han considerado menores en la vida fetal que
postnatalmente teniendo ademas en cuenta que el desplazamiento de la curva
de disociacion de la hemoglobina fetal aumentaba la accesibilidad del
oxigenol.

Muchos estudios han mostrado que el ambiente fetal con poco oxigeno

74175 ¢ para la organogénesis

era beneficioso para el desarrollo embrionario
cardiovascular'’® y renal'”’. Estudios preliminares en ratas han mostrado que la
hipoxia mantenia la morfogénesis pulmonar in vitro'”®. Acarregui y cols."
observaron, en cultivos de pulmén fetal humano en el segundo trimestre de
gestacion, que con una tension de oxigeno fetal tenian incrementada la
expresion de VEGF comparados con pulmones cultivados en un ambiente con
FiO, de 0,21. La morfogénesis de la via aérea en el Utero estaria controlada por
el desarrollo vascular pulmonar regulado por oxigeno'*'*.

Lee YM vy cols.'” realizaron un estudio en embriones de raton
empleando un marcador de hipoxia, el pimonidazol, mostrando que las
regiones positivas estaban presentes en embriones bajo un proceso normal de
proliferacion y diferenciacion. Encontraron que el modelo de expresion de
VEGF y HIF-1a coincidia espacio-temporalmente con las regiones positivas
para pimonidazol apoyando la teoria de que la hipoxia, en la embriogénesis,
actuaba como un fuerte inductor de la angiogénesis y vasculogénesis
induciendo la formacion de la red vascular embrionaria.

El espacio intervelloso en la placenta se abria a la sangre materna
después de la 10-12 semana de gestacion en humanos, y la saturacion de
oxigeno de la sangre suministrada al feto pasaria de 2-3% a 8-10% 180181 1
degradacion placentaria de HIF-1a tenia lugar después de la semana 10 de
gestacion, al mismo tiempo que se incrementaba la oxigenacion placentaria'®’.

FA Groenman y cols.”® investigaron la expresién espacial y temporal de
la via HIF/VEGF en el pulmén y mostraron que todas las moléculas
examinadas se expresaban simultaneamente sugiriendo que los mecanismos de
regulacion HIF estaban desde la semana 8 de gestacion. La expresion de HIF-

la no disminuia después de la semana 10 de gestacion ni existia un descenso

en la expresion de VEGF después del incremento en la saturacion de oxigeno
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fetal que podia ser debido a que el pulmon se mantenia en un ambiente bajo en
oxigeno durante su desarrollo debido a la circulacién fetal y la elevada
resistencia vascular pulmonar.

El suministro de oxigeno al feto se veia reducido por la disminucién de
oxigeno a la madre (por ejemplo en altitudes elevadas) o por un descenso del
flujo sanguineo como en la insuficiencia placentaria y en madres fumadoras.
La hipoxia fetal daba lugar a una inhibicion de los movimientos respiratorios
fetales, hipertension pulmonar y a un incremento de la resistencia de la via
adrea! 83185

Massaro y cols.'® describieron en sus estudios que los saculos
pulmonares de ratas nacidas de madres que fueron mantenidas en una
atmosfera hipoxica durante la gestacion, fueron anormalmente grandes 2 dias
después del nacimiento y la septacion de estos saculos estaba atenuada, dando
lugar a una reducciéon en el nimero de alveolos. Este dafio prenatal podia
perjudicar el desarrollo a largo plazo. En contraste el desarrollo alveolar no
estaba alterado en cobayas y ovejas que vivian en elevadas altitudes, especies
cuyo desarrollo alveolar tenia lugar principalmente en el ttero.

El bloqueo de la septacion de los alveolos tras la exposicion a la hipoxia
en ratas recién nacidas estaba asociado a un incremento en el nivel de TGF y
de sus receptores TGFP I y II. EI TGF I se ha descrito que era también un
regulador del desarrollo vascular'®. Observaron que los efectos de la hipoxia
sobre la actividad TGF[ y la expresion de sus receptores era edad dependiente,
observandose solo en el desarrollo pulmonar postnatal pero no en ratas adultas.

Segun los estudios de Haworth '®’ la hipoxia era una causa frecuente de
hipertension pulmonar persistente del recién nacido. Esta condicion se
caracterizaba por un fallo en la remodelacion estructural postnatal, dafio en la
relajacion dependiente e independiente del endotelio y un exceso de agonistas
vasoconstrictores'®. Los vasos pulmonares de nifios que han sufrido hipoxia
intrattero o intraparto, no se adaptaban a la vida extrauterina, permaneciendo
las arterias pulmonares periféricas contraidas y con las paredes engrosadas,
como en el feto. Los que sobrevivian tenian una reduccion permanente en la

densidad de las arterias periféricas.
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La hipoxia precoz predisponia a una respuesta mas vigorosa ante
cualquier agresion posterior. Asi se ha observado que siguiendo un periodo de
hipoxia perinatal en ratas que tenian reducido el numero de alveolos y la
densidad de las arterias pulmonares, la re-exposicion a la hipoxia a las dos
semanas daba lugar a un mayor incremento en la presiéon del ventriculo
derecho, respecto a los animales que no habian sido previamente expuestos. La
hipoxia precoz podia dar lugar a cambios patolégicos a largo plazo'™.

Estudios experimentales han mostrado que la respuesta a la hipoxia
estaba relacionada con la edad y el grado de maduracion pulmonar alcanzado
en el momento de la exposicion. En ratas expuestas a FiO2 de 0.13 durante el
periodo de septacion alveolar (2-14 dias) el ntiimero de alveolos estaba
reducido, mientras que la exposicion a la hipoxia después de la septacion no
variaba el numero de alveolos'™.

El desarrollo de las arterias periféricas y los alveolos era
interdependiente en condiciones de normoxia o hipoxia '

Mike van Tuyl y cols."* mostraron en un estudio realizado in vitro, que
en un ambiente de bajas concentraciones de oxigeno (FiO2 0.03) se estimulaba
la morfogénesis vascular y de la via aérea. Observaron que bajas
concentraciones de oxigeno estimulaban la vascularizaciéon y esto se
acompanaba de un incremento significativo de la molécula de adhesion
plaquetaria (PECAM-1) y de un aumento significativo de la expresion de
VEGF.

Acarregui y colaboradores'® mostraron que la produccién de ARNm
para VEGF estaba incrementada en cultivos de pulmoén fetal, tanto en células
epiteliales de la via aérea como en células mesenquimales, en un ambiente
pobre en oxigeno.

Estudios realizados por Tuder y cols.'”® en cultivos de pulmén de rata

adulta y por Pham y cols."”!

en células epiteliales tipo II in vitro e in vivo
sometidos a hipoxia aguda mostraron un incremento en el ARNm del VEGF.
Estudios realizados por Christou y cols.'*” en rata adulta in vivo sometidos a
hipoxia aguda no observaron un incremento en el ARNm del VEGF, hecho que
si observaron tras hipoxia cronica.

Gerber y cols.” en estudios realizados in vitro en células endoteliales

de vena umbilical humana expuestas a la hipoxia observaron que el gen del
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receptor VEGFR-1 estaba inducido por la hipoxia, en contraste el ARNm de
VEGFR-2 de células expuestas a la hipoxia no estaba incrementado.
Waltenberger y cols. * observaron un aumento del VEGFR-2 in vivo
siendo determinante en este aumento la contribucion de factores paracrinos y
eventos post-transcripcionales inducidos por la hipoxia.
La hipoxia inducia, por mecanismos celulares y moleculares, la estimulacion
de la expresion de VEGF, estos mecanismos no eran uniformes y dependian
del tipo de célula. En células no epiteliales, como miocitos cardiacos,
osteoblastos y en células endoteliales el mecanismo primario era la activacion

13195 Los resultados obtenidos en

transcripcional del gen VEGF por el HIF-
células epiteliales de retina y células de glioma han mostrado que la induccion
por la hipoxia del VEGF ocurria por un incremento en la estabilidad del
ARNm"*"" Se ha propuesto que la hipoxia estimulaba la produccion de
especies reactivas de oxigeno que activaban el HIF e incrementaban la

expresion del VEGF'®.

1.5. HIPEROXIA

1.5.1. Respuesta metabdlica y ventilatoria a la hiperoxia

Se ha descrito que la hiperoxia ocasionaba en mamiferos recién
nacidos, una caida inmediata en la ventilacion, que era mayor en recién nacidos
prematuros que en recién nacidos a término'" . Este hecho se interpreté como
una reduccion aguda en la estimulacion de los quimiorreceptores, que se
manifestaba como un descenso significativo en el volumen corriente. Después
de esta respuesta inmediata, la ventilacion aumentaba por encima de los valores
de normoxia. Esta elevacion de la ventilacion era debida, en parte, a un
aumento de la tasa metabdlica (consumo de oxigeno y produccion de anhidrido

carbonico) producida por la hiperoxia.

1.5.2. Efectos celulares y moleculares de la hiperoxia

Se ha demostrado la toxicidad de la hiperoxia para las células y tejidos
debido a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno™®. Se ha descrito
estrés oxidativo en animales™', y en recién nacidos humanos que respiraban

una atmoésfera enriquecida en oxigeno”®***. Ademas durante la hipoxia se
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acumulaba hipoxantina, un metabolito de la purina, que en la presencia de
xantina oxidasa es oxidado a acido urico durante la reoxigenacién204. Esto
generaba una explosion de radicales libres de oxigeno que no eran capaces de
neutralizar las defensas antioxidantes, causando dafo en las estructuras
celulares®®.

Las especies reactivas de oxigeno modulaban las vias de sefial de
transduccién que estimulaban la proliferacion celular y el exceso de especies
reactivas de oxigeno podia causar muerte celular por apoptosis®”.

Estudios recientes han mostrado la implicacion de las especies reactivas
de oxigeno en la cascada mitogénica iniciada por los receptores tirosina
quinasa de muchos factores de crecimiento. Colavitti y cols.?” han identificado
especies reactivas de oxigeno como mediadores implicados en la senal de
transduccion de VEGFR-2, eran hallazgos que podian resultar paradojicos
sabiendo que la angiogénesis tenia lugar a bajas concentraciones de oxigeno,
sin embargo las situaciones de completa anoxia eran muy infrecuentes en
condiciones fisiologicas. Hay estudios que han mostrado que las
concentraciones de oxigeno bajas formaban radicales libres de oxigeno
mediante un mecanismo que implicaba un flujo anormal de electrones en la
cadena respiratoria mitocondrial'*®.

Se ha demostrado que ante una situacion de estrés oxidativo se producia
limpieza de los radicales libres por moléculas antioxidantes intracelulares o
circulantes y por la intervenciéon de los enzimas antioxidantes, superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa®”’.

El nacimiento pretérmino en aire ambiente, antes del desarrollo
completo de las defensas antioxidantes, producia una hiperoxia relativa, que
contribuia a detener la alveologénesis'”. Esta hiperoxia relativa podia interferir
con el desarrollo vascular pulmonar normal®.

Los niflos prematuros con pulmones inmaduros con frecuencia
necesitaban niveles altos de oxigeno inspirado que eran toxicos para el epitelio

146-198 1 a hiperoxia era un factor causal en el

143,208

alveolar y las células endoteliales
desarrollo de displasia broncopulmonar en recién nacidos pretérmino

Los estudios de los mecanismos del dafio pulmonar por hiperoxia se
han centrado principalmente en dos tipos de cé€lulas, las células endoteliales y

las células epiteliales alveolares. Inmediatamente después del dafio celular
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endotelial habia un acumulo de células inflamatorias en el espacio vascular, y
fuga de liquido rico en proteinas al intersticio. Las células epiteliales alveolares
activamente movilizaban agua y sal desde los espacios aéreos distales
manteniendo el intercambio de gas. Después del dafio por hiperoxia, la funcion
de las células epiteliales alveolares estaba dafiada, disminuyendo la capacidad
de reabsorcion de liquido por la bomba Na/K ATPasa y alterdndose las
proteinas del surfactante y la acumulacion de lipidos. Se producia necrosis y
apoptosis de las células de la pared alveolar contribuyendo al dafio pulmonar
por hiperoxia *%.

Se ha visto que el periodo perinatal era critico para la adecuada
adaptacion pulmonar a la vida postnatal. El dafo pulmonar perinatal podia
interferir el crecimiento pulmonar, dando lugar a anomalias en la estructura y
funcion pulmonar que podian persistir en la edad pediatrica y adulta. Algunas
de las intervenciones para facilitar la adecuada oxigenacion, como la
administracion de oxigeno empeoraban el dafio pulmonar subyacente y
alteraban el crecimiento alveolar por interferencia con factores de crecimiento
esenciales como el VEGF*'?

El efecto de la hiperoxia en el pulmon postnatal podia variar de acuerdo
al tiempo de exposicion, al grado de hiperoxia y a la edad y especies del

modelo utilizado. McGrath- Morrow y cols.?'”

en ratones, econtraron
diferencias entre el dafio pulmonar producido por hiperoxia y el dano por
bloqueo de VEGFR-2 siendo mas persistente el dafio producido por hiperoxia y
teniendo los pulmones expuestos a hiperoxia un menor indice mitotico y un
mayor incremento en la apoptosis.

Roberts RJ y cols.”"!

mostraron que las ratas recién nacidas expuestas a
FiO; de 1 tenian un descenso del numero de capilares por el efecto toxico del
oxigeno sobre las células endoteliales. Kunig y cols.’ observaron que los
pulmones sometidos a hiperoxia tenian una disminucién del nimero de
alveolos y menor crecimiento vascular.

Aunque la hiperoxia era capaz de inhibir el crecimiento pulmonar a
través de diversos mecanismos, estudios clinicos y experimentales recientes
han sugerido que el dafio en la sefalizacion del VEGF tenia un papel

importante en la patogénesis de la displasia broncopulmonar®>:'32%100212,
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B Thébaud y cols.” mostraron en el pulmoén en desarrollo de rata que
la hipoalveolizacion irreversible inducida por oxigeno estaba asociada con una
disminucién en la expresion del VEGF y un menor crecimiento vascular. Se ha
mostrado en muchos otros estudios que la hiperoxia descendia los niveles de

VEGF, tanto si la hiperoxia era aguda*'**" 2100214

como si era prolongada

Wageenaar y cols.”"? investigaron la expresion génica mediante analisis
de “microarray” de ADN en el pulmon de ratas pretérmino expuestas a
hiperoxia prolongada observando un descenso del VEGF y su receptor
VEGFR-2.

Se ha observado que los niveles de ARNm del VEGF disminuian de
una manera dosis dependiente cuando se incrementaba la exposicion al oxigeno
en estudios in vitro'”.

Las células endoteliales eran especialmente sensibles al estrés oxidativo
y la disminucion de VEGF que se daba en la hiperoxia aumentaba atin mas la

susceptibilidad del endotelio al dafio por hiperoxia®'*

y a la mayor pérdida de
estas células tras hiperoxia aguda®’. Durante la exposicion a la hiperoxia se
producia una destruccion de la microvascularizacion pulmonar deteniéndose la
regeneracion endotelial esencial para la reparacion del dafio pulmonar
inducido por oxigeno®®.

Klekamp y cols.’'® documentaron una reduccion del VEGF en
pulmones de ratas expuestas a hiperoxia (Fi02 >0,95 entre los dias postnatales
6 y 14), asociado con apoptosis de células alveolares y reduccion en la
expresion de VEGFR-2 y VEGFR-1.

Maniscalco y cols.”’ encontraron que los monos pretérmino tratados
con oxigeno tenian un descenso del 70% de la proteina PECAM-1 y 27% de
descenso en la densidad capilar con presencia de capilares dismorficos
comparado con el grupo control. Observaron un descenso del ARNm del
VEGF soportando la hipotesis de que el desarrollo de displasia
broncopulmonar podia ser el resultado de la disrupcion del programa genético
de factores angiogénicos y de la expresion de receptores de células
endoteliales.

Watkins y cols.”® encontraron que en el dafio por hiperoxia tanto en
conejos recién nacidos como en conejos adultos, la proporcion de VEGF g9

disminuia reestableciéndose los valores normales durante la recuperacion en
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normoxia. Observaron que las proporciones de VEGF¢s y de VEGF; se
incrementaban durante la hiperoxia volviendo a valores normales durante la
recuperacion. Las formas oxidadas VEGF 45 y VEGF,; perdian su capacidad
de unién al VEGFR-2 y esta no se restauraba después del dafio oxidativo®®.

: . 21
Zimova y cols.”!’

en un modelo de exposicion a hiperoxia en ratones,
observaron un descenso en ARNm de VEGF que era menor cuando se
administraba acido retinoico.

La disminucion de la expresion del VEGF en la hiperoxia podia
relacionarse con la supresion de la expresion del factor inducible por la hipoxia
2-a (HIF2-a 6 HLF)**'%. También el HIF se inhibia con el incremento en de
los niveles de oxigeno *.

Hosford y cols.” en un estudio realizado en ratas recién nacidas
mostraron que la expresion del VEGF y de VEGFR-1 y VEGFR-2 estaba
disminuida los dias 12 y 14 después de la exposicion a ambiente hiperoxico
durante el periodo critico de desarrollo alveolar (de los dias 4 a 14).
Observaron que en condiciones de normoxia existia una fuerte correlacion del
HLF con el VEGF. Esta correlacion se perdia después de la hiperoxia,
sugiriendo que bajos niveles de HLF, después de la exposicion a altas
concentraciones de O2, no estimulaban la expresion del VEGF.

Roper y cols.?'®

encontraron que las células tipo II expuestas a
hiperoxia in vivo exhibian guanina oxidada, aunque morfoldégicamente se
observaron intactas. El dafio por hiperoxia se producia por la interaccion de
especies reactivas de oxigeno con macromoléculas como el ADN, lipidos y
proteinas. El dafio sobre el ADN consistia en rotura de hebra, modificaciones
de bases, cambios en las cromatidas hermanas y oxidacion de guanina a 8-
oxo0G.

El dafio oxidativo de los tejidos podia exacerbarse por el dafio
en la sefalizacion del VEGF. Se ha observado que el VEGF inducia
manganeso superoxido dismutasa (MnSOD) vy oxido nitrico, implicados en la
limpieza de especies reactivas de oxigeno'®*. Siner y cols.?'” han mostrado en
ratones transgénicos que expresaban VEGF humano, que el VEGF inducia
citoproteccion a través de la induccion de hem-oxigenasa 1 y que ademads de
accion antioxidante tenia capacidad de disminuir la apoptosis. Ademas el

VEGF conferia citoproteccion por un mecanismo Al-dependiente, regulador
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critico en el dafio pulmonar y muerte celular inducidos por la hiperoxia. Hua
He y cols.'® mostraron que en ratones transgénicos que expresaban mas VEGF
165, se incrementaban los niveles de proteina y ARNm de Al teniendo mayor
supervivencia en condiciones de hiperoxia con FiO2 de 1.

. 104
Maniscalco y cols.

en un estudio realizado en primates pretérmino
sometidos a hiperoxia de 6 a 10 dias, encontraron un incremento de p53 en las
células epiteliales distales, teniendo este hecho, correlacion con el descenso de
la expresion del VEGF en estas células. Ademas encontraron dafio oxidativo
del ADN con incremento de 8-0xoG que seria el mecanismo de incremento de
pS3.

En un estudio realizado en ratones para detectar las células alveolares

tipo II, Min Yee y cols.”?

observaron una pérdida de estas células tras la
exposicion a hiperoxia que seria la causa del descenso de VEGF en la
hiperoxia.

En los estudios realizados por Maniscalco y cols.?*!

se ha descrito que
el VEGF se expresaba en células tipo II con poca proteina C del surfactante,
por tanto el cambio en el fenotipo de células epiteliales distales que se
observaba en la situacion de hiperoxia, con mas células con alta cantidad de
proteina C del surfactante, daba lugar a un descenso en la producciéon de
VEGF.

También se ha observado que el estrés oxidativo inactivaba la sefial de
supervivencia del VEGF en células endoteliales a través de la accion de
peroxinitrito'”.

Por otro lado estudios in vitro e in vivo han mostrado la induccion de
VEGEF ante especies reactivas de oxigeno®*****. Becker y cols.'** mostraron un
incremento del VEGF en un modelo de isquemia pulmonar en hurones con

119
en un modelo en ratones

independencia del oxigeno y Corne y cols.
observaron un incremento en los niveles de VEGF en lavado broncoalveolar

después de 72 horas de exposicion a Fi02 de 1.

1.6. CORTICOIDES: DEXAMETASONA Y BETAMETASONA
Uno de los grandes avances de la medicina perinatal en los ultimos 25
anos ha sido la administracion prenatal de corticoides a las mujeres

embarazadas con parto inminente a las 24-34 semanas de gestacion para la
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induccién de la maduracion pulmonar fetal. Desde su introduccion por Liggins
en 1972*%, el uso de corticoides se ha asociado a menor riesgo de distrés
respiratorio, de hemorragia intraventricular y de mortalidad neonatal**>>*".

Los esteroides prenatales mejoraban la funcidon pulmonar postnatal, la
mecénica y el intercambio de gas, y daban lugar a una mejor distensibilidad y
oxigenacion y como resultado menos dias de ventilacion mecanica y menores
necesidades de oxigeno™>**.

Se han realizado muchos estudios para investigar los efectos adversos
de los corticoides prenatales con resultados dispares con relacion a la

retinopatia™*>*°, a la sepsis neonatal y enterocolitis necrotizante**>*#72% 5

1236,239—241 236,242-247

la paralisis cerebra y a la displasia broncopulmonar

Roberts D y Dalziel S** en el afio 2006 publicaron una revision de 21
estudios publicados hasta octubre 2005 que incluian 3885 mujeres y 4269
nifios. El tratamiento con corticoides prenatales no incrementaba el riesgo de
mortalidad materna, corioamnionitis o sepsis durante el puerperio y estaban
asociados con una reduccion de la mortalidad neonatal, del sindrome de distrés
respiratorio, de la hemorragia intraventricular, de la enterocolitis necrotizante,
de las necesidades de soporte ventilatorio y de la sepsis neonatal.

Aunque se han planteado pocas cuestiones sobre los efectos
beneficiosos de los corticoides prenatales en la maduracion fetal, ain no ha
habido respuesta sobre cual era la preparacion optima®™**".

Los tnicos corticoides que se han recomendado para su empleo de
forma prenatal en la practica clinica han sido la dexametasona y la

228,230,231

betametasona , ambos pasaban facilmente la via transplacentaria y

tenian actividades bioldgicas similares™*’.

1.6.1. Caracteristicas quimicas y farmacoldgicas

La dexametasona y la betametasona se han incluido dentro del grupo
farmacologico de los glucocorticoides sintéticos. Su estructura quimica sélo
variaba en la orientacion del grupo metilo en la posicion 16 del anillo
esteroideo siendo configuracion d en la dexametasona y [3 en la betametasona
(Fig.2)*****°_ Ha sido comprobado que su accion era 25-30 veces mayor que la
hidrocortisona. Su duracion de accion era de larga duracion y no tenian

actividad mineralocorticoide.
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Tanto la dexametasona-fosfato sodico, como la betametasona-fosfato
sodico, eran derivados solubles en agua de los esteroides no fosfatados
respectivos, dexametasona y betametasona. Ambos eran profdrmacos y no eran

activos hasta que no se hidrolizaba el fosfato que esterificaba el esteroide.

Figura 2. Estructura quimica de dexametasona y de betametasona. Tomada de

la tesis de la Dr* San Feliciano™"’

1.6.1.1. Farmacocinética

Las méximas concentraciones plasmaticas se han obtenido al cabo de 1-
2 horas. La duracion de la accion dependia del modo de administracion y de la
vascularizacion del lugar de inyeccion. La vida media bioldgica de ambos

farmacos oscilaba entre 36 y 54 horas. Se unian débilmente a las proteinas
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plasmaticas y tenia actividad so6lo la forma libre. El farmaco se distribuia
rapidamente en rifiones, intestino, higado, piel y musculos.

Los corticoides cruzaban la barrera placentaria y la biodisponibilidad
del feto era varias veces menor que en la madre debido al metabolismo
placentario™".

Liggins®” determind que la concentracion de corticoide en la vena
umbilical era aproximadamente un 30% de la concentracion venosa materna .

En 1960 Osinski*® describié que el principal sistema regulador de la
exposicion fetal a corticoides se encontraba en la placenta. Los corticoides
como sustancias lipdfilas que eran atravesaban las membranas facilmente®*
pero la placenta tenia un sistema de enzimas deshidrogenasa®™’ que
transformaban las formas biologicamente activas de los esteroides maternos en
formas inertes, aunque se ha estimado que permitian el paso de un 10-20% de
formas activas que eran necesarias para el desarrollo y maduracion fetal>*.

El feto poseia un sistema enzimatico propio productor y conversor de
hormonas esteroideas que jugaba también un papel esencial en el desarrollo y
maduracion fetal**.

Hasta la mitad de la gestacion predominaba la formacion de cortisona y
posteriormente la formacién de cortisol®””.

La enzimas que formaban parte de este sistema enzimatico placentario y
fetal eran la 11 hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1 (11B-HSD-1) y de
tipo 2 (11B-HSD-2), en concreto se ha visto que la 11B-HSD-2 actuaba
metabolizando formas bioldgicamente activas de glucocorticoides (cortisol y

corticosterona) en formas inertes (cortisona) (Fig. 3)*%%*%%.
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Figura 3. Sistema enzimdtico placentario para corticoides. Tomada de: Seckl
JR. European Journal of Endocrinology 2004; 151:50.

La dexametasona y la betametasona atravesaban la placenta, en su
mayor parte de forma activa y tenian poca afinidad para 11p-HSD-2 2%
Ademéas se ha sugerido®®' que la dexametasona administrada a ratas madres
gestantes tenia cierto efecto inhibidor de la enzima 11B-HSD-2 estando
expuesto el feto a niveles mas altos de corticoide.

También se ha publicado que la hipoxia era un factor importante en la
regulacién de 11p-HSD-2 262263,

En el feto los corticoides se metabolizaban en el higado dando lugar a
productos inactivos que se eliminaban por la orina con una vida media de
eliminacion de 1,8 a 3,5 horas®>¢.

Para la maduracion pulmonar se ha recomendado su administracion con
un intervalo de 12 6 24 horas sin diferencias en los resultados entre una y otra

pauta”®.

1.6.1.2. Mecanismo de accion.

Los estudios de Besran®® y Bolt**’, han puesto de manifiesto que los
glucocorticoides actuaban a través de receptores citoplasmaticos especificos,
induciendo respuestas que modificaban la transcripcion y la sintesis de
proteinas. Se ha demostrado que inhibian la sintesis de determinadas proteinas

proinflamatorias y aumentaban la expresion de proteinas antiinflamatorias.

49



Se ha descrito el receptor glucocorticoide (GR) como un polipéptido de
94 KD, con dos formas a y B. El GR B se ha localizado en el nticleo de células
pulmonares fetales y adultas en humanos y el GR o en el citoplasma®®’. El gen
que codifica estos receptores se ha localizado en el brazo largo del cromosoma
5268

Se ha visto que el nimero de receptores variaba con la edad gestacional
y era diferente segun el tipo celular. La expresion del GR se ha detectado en el
segundo mes de gestacion en humanos, fundamentalmente en el epitelio
bronquial y en las células de los sacos terminales, esto sugeria un papel
modulador de los corticoides en el desarrollo pulmonar®®. Ademaés se ha
demostrado que estas estructuras pulmonares presentaban baja expresion de
11B- HSD-2 que permitia la produccion de altas concentraciones de

. . 270
glucocorticoides en el pulmén humano®”".

1.6.2. Dexametasona vs. betametasona

Se ha visto que la diferencia estructural entre la dexametasona y la
betametasona (Fig. 2), era responsable de importantes diferencias en efectos no
gendmicos y gendmicos celulares, como en la expresion de los receptores de
glutamato””' y de los canales de transporte de iones”’.

Estudios en animales y en humanos han descrito que el empleo de la
dexametasona, comparada con la betametasona, se ha asociado a un incremento
del riesgo de resultados adversos neurolégicos. El estudio de Baud y cols.”*’
puso de manifiesto que la dexametasona, comparada con la betametasona, se
asociaba a un incremento del riesgo de leucomalacia quistica periventricular.

También se han descrito los posibles efectos neurotoxicos del
preservante metabisulfito sddico que se usaba en la dexametasona disponible

comercialmente’”

. Los mecanismos de la neurotoxicidad por sulfito podian
estar relacionados con la formacion de cisteina-S-sulfato, un potencial
metabolito excitotéxico de los sulfitos que era estructuralmente similar al
glutamato, y a la generacion de radicales de oxigeno y sulfuro. Sin embargo se
han planteado cuestiones de coémo la dosis de sulfitos administrada

prenatalmente a la madre provocaba efectos en el feto™*.

236

Lee y cols.”” observaron que la administracion de betametasona

prenatal se asociaba con una reduccion del riesgo de mortalidad neonatal con
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descenso del riesgo de otros resultados adversos neonatales como la retinopatia
y la hemorragia intraventricular, comparada con la administracion de
dexametasona prenatal.

Jobe y cols.”™*

en un estudio realizado en corderos encontraron que la
mejor respuesta en la maduracion pulmonar se obtenia con la administracion
prenatal de la mezcla de betametasona fosfato y betametasona acetato.

247 observaron un descenso en el sindrome de distrés

Feldman y cols.
respiratorio y en la displasia pulmonar en nifios pretérmino cuyas madres
habian recibido betametasona comparado con madres que habian recibido

dexametasona.

1.6.3 Accion de los glucocorticoides en la maduracion pulmonar

El desarrollo pulmonar fetal y postnatal estaba fuertemente modulado
por glucocorticoides'**". Sin embargo los efectos de los glucocorticoides sobre
el pulmoéon pretérmino se han presentado confusos y complejos. Podian
interferir en la alveolizacion y al mismo tiempo podian inducir maduracion
estructural por adelgazamiento del mesénquima y maduracion funcional

estimulando el sistema del surfactante'*°.

Bunton y Plopper.””

en estudio en primates observaron que la
formacion postnatal de los alveolos estaba en gran parte impedida por el
tratamiento con glucocorticoides prenatales, que aceleraban el adelgazamiento
de la pared alveolar con la fusion de las dos lineas de capilares e inhibia la
formacion de nuevos septos por terminacion precoz del proceso de septacion.
Massaro y Massaro.”’® encontraron hallazgos similares en ratas y Willet y

277,278

cols. en corderos. Nuestro grupo también ha observado una disminucion

en la tabicacion pulmonar producida por la administracion de glucocorticoides
prenatales (dexametasona y betametasona) en ratas recién nacidas®’ "',

Oshika E y cols.”® mostraron en cultivos de pulmén de embriones de
rata que el tratamiento con dexametasona daba lugar a una detencioén del
crecimiento, bifurcacion anomala, dilatacion de tubulos proximales y supresion
de la proliferacion de células epiteliales de tabulos distales. En las ratas el
tratamiento con dexametasona postnatal detiene la septacion®®’ y acelera el

adelgazamiento alveolar, dando lugar a pulmones enfisematosos>* =%,
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Schellenberg y Liggins286 administraron dexametasona a ratas
gestantes, estudiando sus efectos sobre el desarrollo pulmonar de las crias
durante la vida fetal y postnatal. Los resultados revelaron una inhibicion del
crecimiento pulmonar y corporal, ademas de una reduccion del contenido de
ADN, en las ratas tratadas con dexametasona. La dexametasona parecia afectar
a las poblaciones celulares productoras de elastina y a las productoras de
colageno durante el desarrollo fetal del pulmon.

En estudios in vitro, en cultivos de fibroblastos pulmonares humanos,
se ha observado que la dexametasona inhibia la proliferacion de fibroblastos y
la actividad quimiotactica de forma dosis dependiente®’.

También se han descrito interrelaciones entre los corticoides y el
VEGE!9:288.289

En los estudios realizados por Vento y cols.””® en recién nacidos
pretérmino, los niveles de VEGF pulmonar estaban incrementados en el grupo
no tratado con dexametasona frente al tratado. En estos estudios el TGF-f31
también estaba incrementado en el grupo que no recibia tratamiento, ademas
los niveles de TGF-f31 eran mayores en los nifios que desarrollaban displasia
broncopulmonar. Vyas y Kotecha®' no encontraron influencias del tratamiento
prenatal con corticoides sobre la expresion de TGF-B1 en el liquido de lavado
broncoalveolar de nifios pretérmino.

Acarregui y cols.'” en un estudio realizado in vitro en pulmén humano
hallaron niveles incrementados de ARNm del VEGF cuando los tejidos
pulmonares se mantenian en dexametasona durante 4 dias desde el inicio de
incubacion en FiO2 0.20. En cambio cuando el epitelio era primero incubado
en FiO2 0.20 y después tratado con dexametasona, los niveles de ARNm no
estaban incrementados. Segun estos autores la dexametasona inducia la
diferenciacion en células tipo II y este hecho era el responsable de las
variaciones en los niveles de VEGF.

Muchos estudios in vitro han mostrado la fuerte regulacion negativa de
la dexametasona que inhibia la induccion de la expresion del VEGF en

292295
.En

diferentes tipos de células incluyendo las células epiteliales alveolares
sentido contrario, en un estudio en ratones realizado por Bhatt y cols.” que

administraban dexametasona (0,1-5mg/Kg/dia) del 6 al 9 dia postnatal,
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analizaron el ARNm del VEGF y el ARNm del VEGFR-2 en pulmén y
observaron que se incrementaban con el aumento de dosis de dexametasona.
También analizaron los efectos de la dexametasona sobre la cantidad del
ARNm de HLF-0 que se ha asociado a un incremento en la transcripcion de
VEGF en normoxia e hipoxia. En el grupo tratado con dexametasona a
Smg/Kg/dia se triplicaba la cantidad de HLF-a en el pulmoén y era un posible
mecanismo de los efectos de la dexametasona sobre el ARNm del VEGF
pulmonar. No habia diferencias entre el grupo tratado con dexametasona Yy el
grupo control en el estudio de la proteina VEGF. El tratamiento con
dexametasona no alter6 el modelo de células que expresaban VEGEF,
expresandolo sobre todo las células del epitelio alveolar distal. La
dexametasona administrada en el segundo trimestre incrementaba el ARNm
del VEGF en pulmén fetal humano'.

Se ha observado que la dexametasona disminuia los niveles de ARNm
del VEGF en la linea celular osteoblastica”* y que inhibia los efectos de la
induccién por PDGF (factor de crecimiento derivado de las plaquetas ) y por
PAF (factor de activacion plaquetario) sobre los niveles de ARNm del VEGF

en células de musculo liso?”*2%.

Hewitt y cols.””

mostraron que la expresion del VEGF estaba
disminuido en placenta de ratas gestantes cuando se administraba
dexametasona.

Lassus y cols.”?

en estudios realizados en nifios pretérmino no
encontraron diferencias en la concentracion de VEGF en aspirado traqueal
entre nifios que habian recibido corticoides prenatales y los que no los habian
recibido. Tampoco encontraron diferencias en la concentracion de VEGF en
los nifios pretérmino que se trataron con dexametasona postnatal de forma
precoz”’. Experimentalmente en estudio realizado en corderos Suzuki y

2% no encontraron diferencias en los niveles de ARNm del VEGF entre el

cols.
grupo tratado con betametasona prenatal y el grupo que no recibid tratamiento.
Por otro lado D’Angio y cols.*”® han descrito niveles mas altos de
VEGEF en aspirado traqueal en nifios pretérmino que recibian dexametasona.
Compernolle y cols.*® en un estudio realizado en ratones, observaron
que la dexametasona prenatal estimulaba la expresion del VEGF fetal cuando

se administra a bajas dosis (0,8mg/Kg), pero suprimia la produccion del VEGF
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cuando se administraba a dosis altas (2,4 mg/Kg). Las excesivas cantidades de
glucocorticoides podian neutralizar los efectos beneficiosos neumotroficos del
VEGF.

Roubliova y cols.*” realizaron un estudio en conejos recién nacidos
donde observaron que administrando a la madre betametasona los dias 25 y 26
de gestacion se producia un incremento en el VEGF pulmonar.

Lassus y cols.””’

observaron una disminucion de HGF (factor de
crecimiento del hepatocito), con actividad mitogénica de células epiteliales, en
aspirado traqueal tanto con tratamiento prenatal como postnatal con
glucocorticoides en niflos pretérmino. La dexametasona suprimia la expresion
genética del HGF e inhibia factores de crecimiento responsables de la
induccion de la expresion de ARNm de HGF.

Ademas se ha mostrado que los glucocorticoides inhibian las citoquinas
inflamatorias de las cuales se ha visto que la interleuquina 1y 6 inducian la
expresion de HGF in vitro*' %, La dexametasona, a través de su efecto en el
HGF, tenia influencia adversa en el desarrollo pulmonar y en la reparacion del
dafio pulmonar agudo en el pulmén de los nifios pretérmino 27 También en

estudios realizados por Liu y cols.

se ha mostrado que la dexametasona
inhibia el IGF-I teniendo repercusion en la alveolizacion.

Se ha visto que existia un equilibrio entre el &cido retinoico y los
glucocorticoides durante el desarrollo pulmonar normal. Las alteraciones en
este equilibrio producian a una alveolizacion anémala ***. Se ha observado que
la supervivencia de ratas recién nacidas expuestas a oxigeno mejoraba con el
tratamiento simultaneo de é4cido retinoico y dexametasona, lo que sugeria un
posible efecto complementario®®”. El acido retinoico podia compensar los
efectos de aceleracion de los corticoides sobre la maduracion septal
persistiendo el beneficio del tratamiento con glucocorticoides en la maduracion
epitelial pulmonar’. También se ha observado que los niveles de vitamina A en
sangre eran mas altos en nifios prematuros ventilados cuya funcion respiratoria
mejoraba con el tratamiento con glucocorticoides®™.

Gille y cols.’"”

, en un estudio in vitro en queratinocitos humanos
observaron que en las cé€lulas tratadas con glucocorticoides el ARNm del

VEGEF era rapidamente degradado en menos de 2 horas. La disminucién en la

54



estabilidad del ARNm podia ser uno de los mecanismos de la inhibicion de los
glucocorticoides sobre la expresion del VEGF.

Massaro y cols.'? comunicaron que en todas las especies la septacion,
tanto si era prenatal como postnatal, ocurria durante un periodo en el que la
concentracion plasmatica de glucocorticoides era baja y la septacion finalizaba
cuando la concentracion de glucocorticoides aumentaba.

Los estudios de Massaro'” y Clerch®® han demostrado que la
administracion de glucocorticoides a las ratas o ratones durante el periodo de
septacion, cuando la concentracion plasmatica de corticoides era normalmente
baja, dafiaba la septacion espontanea y el desarrollo de la vascularizacion
pulmonar, dando lugar a hipertension pulmonar. No existia septacion posterior
espontanea ni vasculogénesis espontanea después de interrumpirse el
tratamiento con corticoides (probado en ratas hasta los 95 dias), demostrandose
asi que existia un periodo critico para el desarrollo de estos eventos. Dicho de
otro modo, si uno de los procesos moleculares responsables de estos procesos
arquitectonicos se interrumpia, no habia reconstitucion espontanea. En estos
estudios el analisis de microarrays de la expresion de genes pulmonares
identifico la regulacion negativa por dexametasona del VEGFR-2 con la
inhibicién de la septacion.

En cambio Tschanz y colaboradores®®® han mostrado en un estudio
realizado en ratas recién nacidas a las que administraron corticoides los
primeros 4 dias de vida, que el pulmén tenia una capacidad de recuperarse del

dafio producido por los corticoides cuando estos se suspendian.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

56



La importancia de la hipoxia en la maduracion pulmonar
(alveolizacion), asi como la administracion de corticoides (dexametasona y
betametasona) prenatales a madres gestantes con riesgo de parto prematuro,
nos hizo plantearnos el presente trabajo para estudiar la accion de la hipoxia y
su recuperacion en aire o hiperoxia, sobre el metabolismo (temperatura,
oxigeno consumido, anhidrido carbonico producido) y sobre uno de los
factores de crecimiento, el VEGF, que tiene un papel fundamental sobre el
desarrollo y maduracion pulmonar.

Ademas, la administracion de corticoides (dexametasona y
betametasona) prenatales, utilizados para acelerar la maduracion pulmonar,
parece tener un efecto beneficioso sobre la evolucion de los recién nacidos
prematuros, sin haberse dado una recomendacion sobre la utilizacion preferente
de uno de ellos. Hay diferencias clinicas entre los recién nacidos prematuros
que han recibido dexametasona prenatal o betametasona prenatal.

Por otro lado hay discrepancias en los resultados comunicados en la
literatura de la accidn de la hipoxia, de la hiperoxia y de los corticoides sobre
el VEGF.

En el presente trabajo hemos disefiado un modelo experimental
translacional en ratas recién nacidas sometidas a hipoxia y recuperadas en
hiperoxia o aire, tanto en crias de madres controles como en recién nacidos de
madres gestantes que recibieron corticoides (dexametasona o betametasona).
Creiamos que el efecto de la hipoxia y su recuperacion en hiperoxia asi como
la accion de los corticoides prenatales en ratas recién nacidas modificaria el
metabolismo y la expresion del VEGF pulmonar y para comprobarlo

planteamos los siguientes objetivos:
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1.

Estudiar los efectos de la hipoxia y su recuperacion tanto en hiperoxia
como en aire, en ratas recién nacidas y valorar su repercusion en el
metabolismo y sobre la expresion del VEGF en el pulmén inmaduro.
Analizar la accion de los corticoides (dexametasona y betametasona)
prenatales sobre el metabolismo y la expresion del VEGF en el pulmén
inmaduro.

Comparar los cambios producidos en el metabolismo y en la expresion
del VEGF pulmonar entre las distintas situaciones experimentales y

entre la dexametasona y betametasona.
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3. MATERIAL Y METODOS
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Todos los experimentos fueron realizados siguiendo la normativa de la

Directiva del Consejo de las Comunidad Europea (DOCE L 222; 24/08/1999).

3.1 SUJETOS

Se utilizaron ratas recién nacidas Wistar homocigdticas, obtenidas por
reproduccion endogamica en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de Salamanca, siguiendo las Normas Internacionales para el
cuidado de los animales. Para conseguir la reproduccién, se mantuvieron
parejas de ratas jovenes adultas durante 2 noches. Las ratas prefiadas fueron
separadas en jaulas independientes tres dias antes del parto.

Las ratas adultas tenian acceso libre a comida y agua. Se emple6 como
alimento pienso completo para animales de experimentacion (Rodent
Toxicology Diet), con la siguiente composiciéon alimentaria: proteina bruta
(16,2%), celulosa bruta (3,5%), fosforo (0,55%), grasa bruta (2,8%), cenizas
brutas (5,3%), calcio (0,75%) y aditivos (vitaminas A, D3, E y antioxidante
etoxiquin).

Las ratas recién nacidas, utilizadas para este estudio, recibieron
alimentacion materna. Todas ellas tenian entre 6-8 horas de vida cuando se

inicioé el estudio.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas prefiadas parieron de forma natural a los 22 dias de gestacion.
Las crias fueron mezcladas y repartidas al azar, formando camadas de 11-12
crias por madre. Para permitir la aceptacion de las crias, por la madre

correspondiente, fueron frotadas con defecaciones de la madre.
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Se realizaron los siguientes grupos de estudio:

1. Grupo Control (C): Ratas recién nacidas, de madres que
recibieron solucion salina como placebo.

2. Grupo Dexametasona (D): Ratas recién nacidas, cuya madre
recibi6 dexametasona previa al parto.

3. Grupo Betametasona (B): Ratas recién nacidas, cuya madre
recibi6 betametasona previa al parto.

Los distintos grupos de estudio fueron divididos en distintos subgrupos
segun la situacion experimental realizada a dia 0:

1. Aire (A): Grupo de ratas mantenidas en aire durante el estudio.

2. Hipoxia (H): Grupo de ratas sometidas a hipoxia (FiO, = 0.1) durante
dos horas.

3. Hipoxia + Aire (HA): Grupo de ratas sometidas a hipoxia (FiO, = 0.1)
durante dos horas y recuperadas con aire (FiO, = 0.21) durante dos
horas.

4. Hipoxia + Hiperoxia (HH): Grupo de ratas sometidas a hipoxia (FiO, =
0.1) durante dos horas y recuperadas con hiperoxia (FiO, = 1) durante
dos horas.

Administracion del tratamiento:

El tratamiento se realizd los dias 20 y 21 de gestacion, mediante
inyeccion intravenosa (i.v.) de dexametasona, betametasona o suero salino
fisioldgico a las ratas madre, en la vena marginal de la cola.

Las dosis empleadas de dexametasona y betametasona intravenosas
fueron establecidas a partir de las dosis de estos fairmacos utilizadas en la
practica clinica, y su uso experimental en roedores para la maduracion
pulmonar?4309311

En este estudio fueron utilizados los siguientes preparados comerciales
a las siguientes dosis:

Dexametasona: Fortecortin® (Iml = 4 mg de dexametasona fosfato
sodico). Dosis: 0,4 mg/Kg/dia repartidos en dos dosis con un intervalo de 12
horas, durante dos dias consecutivos (dias 20 y 21 de gestacion). El farmaco
fue diluido en suero salino fisiologico.

Betametasona: Celestone® (Iml = 4 mg de betametasona fosfato

sodico). Dosis 0,4 mg/Kg/dia repartidos en dos dosis con un intervalo de 12
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horas, durante dos dias consecutivos (dias 20 y 21 de gestacion). El farmaco
fue diluido en suero salino fisiolégico.

El grupo control recibi6 el mismo nimero de dosis de placebo de suero
salino fisiologico i.v. Braun®.

Como se ha referido los distintos grupos de estudio fueron divididos en

subgrupos, segliin se muestra en la tabla 1:

GRUPOS SUBGRUPOS SUBGRUPOS SUBGRUPOS
DIA 0 DiA 4 DIA 14

CONTROL A (n=11) A (n=11) A (n=11)
H (n=11) HA (n=11) HA (n=11)
HA (n=11) HH (n=11) HH (n=11)
HH (n=11)

DEXAMETASONA A (n=11) A (n=11) A (n=11)

H @m=11) HA (n=11) HA (n=11)
HA (n=11) HH (m=11) HH (n=11)
HH (n=11)

BETAMETASONA A (n=11) A (n=11) A (n=11)
H @m=11) HA (n=11) HA (n=11)
HA (n=11) HH (m=11) HH (n=11)
HH (n=11)

Tabla 1. Grupos y subgrupos experimentales.

Las ratas se pesaron y se tallaron diariamente.

Al nacimiento (dia 0) entre las 6 y 8 horas de vida, los animales se
sometieron a una de las siguientes situaciones experimentales:

Aire.

Hipoxia.

Hipoxia y recuperacion con aire.

Hipoxia y recuperacion con hiperoxia

Tras ello, todos los animales se mantuvieron en aire hasta ser
sacrificados, para la obtencion de muestras a los: 0 dias, 4 dias y 14 dias de
vida.

Para la realizacion de las distintas situaciones, los experimentos se

llevaron a cabo introduciendo al animal en una camara transparente de
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metacrilato, cerrada herméticamente, que permitia visualizar los animales (Fig.

4).

Figura 4. Camara y analizador de gases.

La camara estaba conectada a un sistema de entrada del gas y a un
sistema de salida para la medicion del oxigeno consumido y el CO, producido
mediante un medidor de gases modelo SERVOMEX 1440 Gas Analyser (Fig.
4).

En el caso del grupo que recibié aire, la jaula estaba conectada a una
botella de aire medicinal comprimido. En el grupo de ratas sometidas a hipoxia
se mezclo aire con nitrégeno proveniente de una botella conteniendo N, (H,O
<3 ppm; O, <2 ppm; CnHm <0,5 ppm). La hiperoxia se consiguié conectando
la cdmara a una botella de oxigeno medicinal. Durante cada experimento, se
mantuvo un flujo constante, medido por un manometro incorporado a la
botella. Durante todos los experimentos se midi6 la FiO, de oxigeno inspirado
dentro de la camara, y ésta se mantuvo constante, segun la fase en 0,21; 0,10 6
1.

Se introdujo también en el interior de la jaula, un termometro para
controlar la temperatura durante el periodo de estudio. Dicha temperatura se
mantuvo constante e igual a la temperatura de la camada mediante una l[dmpara

de calor radiante.
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3.3. ESTUDIO DEL METABOLISMO

Diferencia de temperatura
Se midio la temperatura corporal de las ratas con un termémetro digital

al inicio y al final de cada experimento.

Determinacion del oxigeno consumido y del CO; producido

El oxigeno consumido se determind por la diferencia entre el oxigeno
del flujo que entra y sale de la cdmara herméticamente cerrada en la que esta
respirando el animal.

El CO; producido por el animal se determiné por la diferencia del CO,
a la salida y entrada de la camara herméticamente cerrada, en la que estd
respirando el animal.

La valoracién de ambos gases se realizo al final del experimento, tras
cierre del flujo durante 1 minuto, segun técnicas aprendidas por miembros de
312

nuestro equipo investigador con Mortola

de la Universidad McGill, Montreal (Canada).

, en el Departamento de Fisiologia

3.4. RECOGIDA DEL MATERIAL PULMONAR

Para proceder a la recogida del material, se siguieron basicamente las

pautas descritas por Frank y Groseclose®*~"*

y aprendidas personalmente por
miembros de nuestro equipo en los laboratorios de los autores.

Se utilizaron 15 animales por cada grupo y situacidon experimental para
la obtencién de muestras para el estudio por inmunohistoquimica, salvo en la
situacion experimental de hipoxia que se utilizaron 5. Se utilizaron 18 animales
por cada grupo y situacion experimental para la obtencién de muestras para la
determinacion de ARNm del VEGF, salvo en la situacién experimental de
hipoxia que se utilizaron 6.

Los animales fueron anestesiados intraperitonealmente con pentotal
sodico, a dosis de 30 mg/kg (previamente diluido en agua destilada estéril: 0.5
mg/10 ml agua).

A los animales de 0 dias de vida, les fueron extraidos los pulmones y

procesados para su analisis tras finalizar cada uno de los experimentos: la
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exposicion a aire, hipoxia, hipoxia mas aire o hipoxia mas hiperoxia. A los
animales para ser estudiados a los 4 y 14 dias de vida, tras finalizar cada uno
de los experimentos al nacimiento, se les mantuvo con la madre en aire
ambiente hasta alcanzar la edad programada por lo que no se da el subgrupo de

hipoxia ya que equivale al subgrupo hipoxia mas aire.

3.5. EXTRACCION Y PREPARACION DE PULMONES PARA
EL ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE VEGF

Tras anestesiar al animal, se abrio el torax para exponer los pulmones y
el cuello para localizar la traquea. Con un catéter tipo abbocath® se canaliz¢ la
traquea y se prefundio formol tamponado al 10%, a una presiéon de 20 cm de
H,0, para lograr la expansion y fijacion de ambos pulmones en las ratas. Una
vez expandidos los pulmones, se lig6 la traquea, fueron extraidos del animal y
se introdujeron en un recipiente con el fijador.

A continuacion se mantuvieron en el fijador un maximo de 24 horas y
se realizo su inclusion en parafina.

3.5.1. Matrices de tejidos (“tissue microarrays”)

Para el estudio se confeccionaron ocho “tissue microarrays” (Fig. 5)
con inclusion de muestras pulmonares procedentes de 5 animales por grupo y
situacion experimental. Todas las muestras se incluyeron por triplicado
(bloques de los grupos experimentales de 14 dias de vida) o por quintuplicado
(bloques de los grupos experimentales de 0 y 4 dias de vida), siguiendo los
criterios establecidos por Kononen et al*">.

Se prepararon los bloques donantes de parafina, con un minimo
aconsejado de 2 mm de profundidad tisular y con una adecuada preservacion
antigénica durante el proceso de fijacion. Se selecciond la zona elegida en el
bloque de parafina. Se confecciond una plantilla, identificando todos los
cilindros y su disposicion en el array adjudicandoles un niumero para identificar
el animal, el grupo y la fase experimental (Fig. 6). En un bloque de parafina en
blanco, de 40 x 25 mm, utilizado como receptor de las muestras titulares, se
introdujeron los cilindros seleccionados con agujas de 0,6 mm (muestras de los
animales de 0 dias de vida), Imm (muestras de los animales de 4 dias de vida)
y 2 mm (muestras de los animales de 14 dias de vida), ajustando la profundidad

de descenso de las agujas aproximadamente a 3mm. Una vez terminado, se
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introdujo el bloque en una estufa a 50°C durante 10 minutos aproximadamente.
Esto permite que los cilindros del tejido se adhieran mejor a la parafina en los
agujeros del “array” del bloque receptor. Se cortaron a 3-4 micras y a partir de

aqui se procesaron los cortes histologicos como cualquier corte de tejido.

Figura 5. Imagen los bloques de parafina utilizados para el estudio.

04-36 § 04-37 05-24 § 05-26 05-43 § 05-45 |
04-36 § 04-37 § 04-39 04-49 § 05-24 § 05-26 05-43 § 05-45 |
04-36 § 04-37 § 04-39 04-49 § 05-24 § 05-26 05-43 § 05-45
04-35 § 04-38 § 04-39 04-49 § 05-23 § 05-27 05-42 § 05-46 § 05-47
04-35 § 04-38 § 04-38 05-23 § 05-23 § 05-27 05-42 § 05-46 § 05-47
04-35 05-27 05-42 § 05-46 § 05-47

Figura 6. Modelo de una de las plantillas empleadas en el estudio.

Correspondiente al bloque 1.

3.6. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DEL VEGF

La técnica de inmunohistoquimica fue realizada sobre los cortes
histologicos de 3-5 micras obtenidos del “tissue microarrays”, que incluian las
muestras de los distintos grupos y fases experimentales (Fig.7). Se realizo de
forma simultanea en los ocho “tissue microarrays™ para reducir al minimo la

posible variabilidad interensayo debida a las condiciones de tincion.
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Figura 7. Cortes histoldgicos empleados en el estudio.

La incubacién del anticuerpo y los reactivos utilizados (Tabla 2) fue
realizada de modo automatico mediante el procesador OPTIMAX PLUS (A.
Menarini Diagnostics, San Diego). El anticuerpo primario utilizado para el
estudio fue el anti-VEGF-A humano de conejo ( sc-152 Santa Cruz Biotech,
Santa Cruz) empleando una dilucion 1:100.

El protocolo seguido para la realizacion de la técnica
inmunohistoquimica fue el detallado en la tabla 2: sistema Polimero “vision

biosistem”. Posteriormente se procedi6 a la deshidratacion y montaje.
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Accion Temperatura(°C) | tiempo
Desparafinar 72°

Alcohol 5
Lavado 5’
Recuperacion de Ag 30°
Lavado 35° 5
Peroxidasa 8’
Lavado 5’
Ac primario 50°
Lavado 5’
Post-primario 8’
Lavado 2
Polimero 8’
Lavado 2
Agua destilada 5
DAB=diaminobencidina 5’
Lavado 5’
DAB 5’
Lavado 5’
Agua destilada 5’

Tabla 2. Protocolo para técnica de inmunohistoquimica.

3.6.1. Analisis por densitometria

Se emplearon técnicas de procesamiento de imagenes para realizar el
andlisis de densidad optica (DO) sobre los cortes histologicos del tejido s6lo
con inmunotincién para el VEGF. Se obtuvieron imégenes digitales de ocho

bits en la escala de grises (Fig. 8) con microscopio Zeiss Axioscop 40 equipado

con una camara digital (Axiocam MRcS5, Zeiss).
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Figura 8. Imagen en escala de grises de corte histologico de pulmén con
inmunotincién para el VEGF

Las imagenes fueron analizadas empleando el programa Imagel
(Rasband, W.S., National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2008). Los valores en pixel de 0 y 255

corresponden a los colores negro y blanco respectivamente. Para mantener las
condiciones de iluminacion idénticas, dentro del margen dindmico de la cdmara
digital, entre las diferentes sesiones de captura de imagen los ajustes de todos
los componentes se mantuvieron inalterados y la iluminacién real fue ajustada
por la intensidad de la lampara de microscopio y empleando filtros de densidad
neutra en el microscopio. Ademas al principio de cada sesion se obtuvieron
distribuciones de niveles de grises similares sobre una ldmina porta objeto
vacia. Para reducir al minimo el riesgo de influir en los resultados por
fluctuaciones en la iluminacion, antes de cada sesion de captura, se capturaron
las imagenes digitales con un filtro escalonado de densidad optica (NT32-599,
Edmund Optics, York, Reino Unido) y los valores de grises fueron calibrados
en niveles de densidad oOptica, empleando por tanto niveles de densidad optica
en vez de medidas de niveles de grises. Se capturaron las imagenes digitales
(367803,65 pum® — 1292 x 968 pixels) para cada cilindro del “tissue
microarray”’, empleando un objetivo 20X (PL Fluorar, N.A.: 0,50). Para cada
imagen, los pixeles que correspondian al area que parecia tener inmunotincion

para el VEGF fueron segmentados por el umbral visual y las medidas fueron
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limitadas al 4rea seleccionada. Se obtuvieron medidas de media de densidad
oOptica.

3.7. EL ANALISIS DE ARNm.

3.7.1. Extraccion de pulmones para el analisis de ARNm

Después de anestesiar al animal, se abrié el abdomen y se seccionaron
los vasos abdominales para favorecer la exanguino. Se abri6 el térax y, después
de retirar la orejuela izquierda para facilitar asi el drenaje, los pulmones fueron
rapidamente perfundidos, via ventriculo derecho, para realizar la exanguino
pulmonar completa. La perfusion se realizd con tampdn fosfato salino (PBS
Sigma) hasta que los pulmones estuvieron completamente limpios y libres de
sangre. Los pulmones extraidos se dividieron en porciones de 20 mgrs que
fueron congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido y almacenadas a -80°C
hasta su utilizacion. En todo momento se tomaron medidas para prevenir la
contaminacion por RNasas. Se utilizaron 6 animales por cada subgrupo
experimental.

3.7.2. Aislamiento de ARN total desde el tejido pulmonar

El ARN total fue extraido del tejido pulmonar empleando el RNeasy
Mini Kit (QIAGEN) segun el protocolo para aislamiento de ARN total desde
tejido animal que se describe a continuacion:

1. El tejido pulmonar se homogeneizd en 600 pl de tampon RLT
(tampon de lisis) con un homogeneizador Omni 1.000 (Omni
International, Inc. Waterbury, Connecticut)

2. Se centrifugd el tejido lisado durante 3 minutos a 14000 rpm en
microcentrifuga (Beckman Coulter Microfuge® 18 Centrifuge)
recogiendo el sobrenadante.

3. Ellisado se mezclo con 600 pl de etanol 70% .

4. Se dispensaron 700 pl de la muestra a una columna RNeasy mini
colocada en un tubo colector y se centrifugd durante 15 seg a 14000
rpm para adherir el ARN a la membrana de silica-gel. Se descarto el
flujo sobrante. Por cada volumen que excedi6 de 700 pl se aplicaron
alicuotas sucesivamente en la columna RNeasy y se centrifugo,

descartando el flujo sobrante después de cada paso de centrifugacion.
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5. Se lavo membrana con tampoén RW1 (700 ul)y se centrifugd durante 15
seg a 15000 rpm.

6. Se lavo la membrana dos veces con tampon RPE (500 pl) y se
centrifug6 durante 2 minutos a 14000 rpm.

7. Se centrifugd en microcentrifuga a velocidad maxima durante 3
minutos.

8. El ARN se eluyo dos veces con 40 pl de agua libre en RNasas.

9. La integridad del ARN se verifico por electroforesis en gel de agarosa
al 1% con tincién con bromuro de etidio (Fig. 9). El ARN total fue

almacenado a -20°C hasta su uso para la sintesis de ADNc.

Figura 9. Gel de electroforesis de ARN total.

3.7.3. DETERMINACION DE ARNm DE VEGF

El VEGF ARNm fue determinado mediante RT-PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa por transcripcion inversa).

Las reacciones de transcripcion inversa y amplificacion de ADN se
realizaran en dos pasos:

3.7.3.1. Sintesis de primera cadena de ADNc

Se empled la SuperScript™ III RT (Invitrogen) para sintetizar la primera
cadena de ADNc empleando los siguientes 19 pl de reaccion para 5 pg de
ARN total:

1. Se mezclaron 200-500 ng de oligo(dT);2.15 (1l de la dilucion 0,25
Mg/ul), Spg de ARN total (1ul), 1yl de ANTP Mix 10mM y 10 pl de
agua libre en RNasas. Se incubaron a 65°C durante 5 minutos en
termociclador (MWG-BIOTECH), posteriormente en hielo durante 1
minuto y se centrifugaron.

2. Se afiadieron 4pl de 5X first strand buffer, 1yl de DTT 0,1M y 1ul de
SuperScript™III RT ( 200 U/ul) y se mezcld con vortex.
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3. Se incubd a 50°C durante 45 minutos y se inactivo por calentamiento
durante 70°C durante 15 minutos, todos estos procesos se realizaron
automaticamente mediante termociclador.

Se almacenaron las muestras a -20°C hasta su amplificacion mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.7.1.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se amplifico el ADNc por PCR utilizando el sistema PCR Master Mix
(PROMEGA). La reaccion se llevo a cabo en frio y en campana de flujo
laminar (Telstar BH-10), afiadiendo 12,5 pl de PCR Master Mix, 2X (Taq
ADN polimerasa 50 U/ml, suministrada en una reaccion tampon pH 8,5, 400
UM dATP, 400 pM dGTP, 400 uM dCTP, 400 uM dTTP, 3mM MgCl,), 3 ul
de ADNc, 1 pl de cada cebador y 7,5 ul de agua libre en nucleasas. El volumen
final de reaccion fue de 25 pl. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en
un termociclador MWG-BIOTECH.

Los cebadores (Tabla 3) que se emplearon fueron disefiados a partir de
la secuencia de ADN M32167 del gen VEGF*'® suministrados por TIB
MOLBIOL de forma liofilizada, fueron reconstituidos con agua estéril libre de
nucleasas y se almacenaron a -20°C en alicuotas de 10 pl a una concentracion
molar de 10 UM . Generaron diferentes productos, dependiendo de isoforma de
VEGF amplificada, VEGF 5y de 431 bp ( equivalente a la isoforma humana
VEGF31) , VEGF 64 de 563 bp (equivalente a la isoforma humana VEGF45) y
VEGFgg de 635 bp (equivalente a la isoforma humana VEGFsy).

Los cebadores (Tabla 3) que se emplearon como control fueron de
GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) que generd un producto de
623 bp. Fueron reconstituidos con agua estéril libre de nucleasas y se
almacenaron a -20°C en alicuotas de 10 ul a una concentracion molar de 10

UM.
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Gen Secuencia de cebadores

VEGF 5’- CACCGCCTTGGCTTGTCACAT- 3’

5’- CTGCTCTCTTGGGTGCACTG- 3’

GAPDH | 5'- ATGGTGAAGGTCGGTGTCAACG-3’

5’- GATGCAGGGATGATGTTCTGGG- 3’

Tabla 3. Secuencia de cebadores empleados para VEGF y GAPDH.

El programa de amplificacion que se llevd a cabo en el termociclador

MWG-BIOTECH se muestra en la siguiente tabla (tabla 4):

Proceso Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion | 94°C 5
Desnaturalizacion | 94°C 1’
Anillamiento 50°C 1 40
Extension 72°C 1’

Extension 72°C 10°

Tabla 4. Programa de amplificacion por PCR.

Los resultados de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% con tincion con bromuro de etidio empleando el marcador
MARKER VIII (Genomica) , visualizados con luz ultravioleta (Viber Lourmat)
y capturada la imagen con camara digital incorporada (VisiDoc-It"™™ Imaging
System UVP).

3.7.1.3. Analisis por densitometria

Para la cuantificacion del ARNm se midio la intensidad de las bandas
por densitometria empleando el programa ImageJ (Rasband, WS, National

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/,

1997-2008). Se empled la opcion de analisis de gel. Sobre las imagenes
digitales de 8 bits de los geles de electroforesis se seleccionaron las bandas. El

programa generd un grafico con el perfil de intensidades, se definid el area de
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interés y se obtuvieron medidas del area seleccionada (Fig.10). Las mediciones

se realizaron por triplicado.

@
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Figura 10. A Imagen de gel de electroforesis. B Imagen de gel de electroforesis
con bandas seleccionadas. C Grafico de perfil de intensidades con nimeros
correspondientes a la banda seleccionada. 1 perfil de intensidades del marcador
de peso molecular, 2 perfil de intensidades del gen VEGF, 11 perfil de
intensidad del gen GAPDH.

La normalizacion se realizo a partir de la intensidades de las bandas del
marcador de concentracion conocida (Fig.11). Los resultados se expresaron por

la relacion VEGF/GAPDH.
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Figura 11. Concentracion de los fragmentos del marcador de peso molecular.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico fue realizado empleando el programa SPSS
version 12.0. Se incluy6:

Estadistica descriptiva: valoracion de medidas de tendencia central
(media aritmética) y de dispersion (desviacion estandar).

La comparacion de medias se realizo mediante el analisis de la varianza
(ANOVA) previo estudio de homogeneidad de varianza. Cuando un valor F fue
mayor que el valor critico para una p de 0,05, las comparaciones entre los
grupos se realizaron con el test de Tamhane 2 cuando las varianzas eran
diferentes y con el test de Bonferroni cuando no habia diferencias entre las

varianzas.
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4. RESULTADOS



4.1. CRECIMIENTO. PESO Y LONGITUD

Los pesos de las ratas al nacimiento los hemos expresado como media y
desviacion estandar (DS). Las ratas que recibieron dexametasona prenatal
tuvieron un peso al nacimiento menor respecto al grupo control siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) en los subgrupos de
“hipoxia”, “hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia”. Las ratas que recibieron
betametasona prenatal tuvieron un peso al nacimiento menor que el grupo
control en todos los subgrupos con diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001) (Tabla 5) (Fig.12). No hubo diferencias significativas (NS) entre el

grupo de dexametasona prenatal y el grupo de betametasona prenatal.

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 6,09 0,60 5,50 0,31 5,18% 0,21
Hipoxia 6,12 0,34 5,09* 0,15 521* 0,38
Hipoxia + Aire 5,77 0,29 4,99* 0,28 491* 0,42
Hipoxia + Hiperoxia 6,12 0,54 5,23* 0,30 4,99* 0,24

Tabla 5. Peso de las ratas (en gramos), segun grupos y subgrupos. Dia

0. *p<0,001 respecto a su homodlogo del grupo control.
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Figura 12. Peso de las ratas (en gramos). Dia 0. *p<0,001

respecto su homologo del grupo control.

La longitud de las ratas al nacimiento la hemos expresado como media

y desviacion estandar (DS). No se objetivaron diferencias significativas (NS)

en los valores de la longitud entre los distintos grupos y subgrupos al

nacimiento (dia 0) (Tabla 6) (Fig.13).

Aire
Hipoxia
Hipoxia + Aire

Hipoxia + Hiperoxia

Control
Media DS
4,88 0,34
4,43 0,40
4,48 0,28
4,64 0,19

Dexametasona
Media DS
4,42 0,30
4,78 0,25
4,58 0,33
4,79 0,19

Betametasona
Media DS

4,71 0,29
4,77 0,27
4,76 0,20
4,75 0,29

Tabla 6. Longitud de las ratas (cm), segiin grupos y subgrupos. Dia 0.
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Figura 13. Longitud de las ratas (cm) segin grupos y subgrupos

Respecto al peso corporal, en el grupo control se observé un aumento
progresivo con la edad. Dicho incremento fue mas pronunciado a partir del 4°
dia de edad (Fig.14).

En los grupos dexametasona y betametasona también se produjo este
incremento de peso gradual y mas pronunciado a partir del 4° dia, pero los
valores alcanzados a la edad de 14 dias, fueron menores respecto al grupo
control, con diferencias significativas (p<0,001) (Fig.14). Comparando el
grupo que recibid dexametasona prenatal con el grupo que recibid
betametasona prenatal los pesos alcanzados a los 14 dias fueron menores en el
primer grupo, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

(Fig.14).
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‘—Control mm==pexametasona Betametasona ‘

Figura 14 . Evolucion del peso (g) de las ratas desde el dia 0
hasta el 14 posnatal, segiin grupo experimental.

Respecto a la longitud de las ratas, en el grupo control se observo un
aumento lineal con la edad (Fig. 15).

En los grupos dexametasona y betametasona también se produjo este
incremento de longitud gradual, pero los valores alcanzados fueron menores
que los del grupo control a la edad de 14 dias con diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001) (Fig.15) No se observaron diferencias significativas
(NS) entre los grupos de dexametasona prenatal y betametasona prenatal.

12

10

Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Diall Dial2 Dial3 Dial4
|

‘—Control Emmmm=pexametasona Betametasona ‘

Figura 15. Evolucion la de longitud (cm) de las ratas desde
el dia 0 al dia 14 postnatal, segun grupo experimental.
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4.2. METABOLISMO:

4.2.1. DIFERENCIA DE TEMPERATURA
Los resultados obtenidos de las diferencias de temperatura entre final e
inicio de cada experimento y segin subgrupos los hemos expresado como

media y desviacion estandar (DS) (Tabla 7).

Control Dexametasona ‘ Betametasona

Media DS Media DS Media DS

Aire -0,02 0,01 -0,03 0,004 -0,02 0,02
Hipoxia -1,07%* 0,13 -0,06*F 0,023 -0,05* 0,026
Hipoxia + Aire -0,41%* 0,06 -0,04* 0,023 -0,04* 0,028
Hipoxia + Hiperoxia -0,26** 0,04 -0,02* 0,009 -0,05* 0,026

Tabla 7. Diferencia de temperatura (°C) * p<0,001 vs misma situacion
experimental (“aire”, “hipoxia”, “hipoxia + aire”, “hipoxia + hiperoxia”) del
grupo control; ** p<0,001 vs. situacion experimental aire del mismo grupo
(control, dexametasona, betametasona). T p<0,05 vs situacion experimental
aire del mismo grupo (control, dexametasona, betametasona)..

Aire

Las ratas del grupo control no tuvieron practicamente diferencia de
temperatura después y antes de esta situacion experimental (-0,02 + 0,01°C).
La diferencia de temperatura en el grupo de ratas tratadas con dexametasona
prenatal fue de -0,03 + 0,004°C. La diferencia de temperatura en ratas tratadas
con betametasona prenatal fue de -0,02 = 0,02°C. Las diferencias entre el grupo
control y los grupos tratados con corticoides prenatales no fueron
estadisticamente significativas (NS) (Tabla 7)(Fig.16).

Hipoxia

En el grupo control se observo, tras la situacion de hipoxia, un descenso
en la temperatura de -1,07 + 0,13°C. La diferencia de temperatura en el grupo
de ratas tratadas con dexametasona prenatal fue de -0,06 = 0,023°C. La
diferencia de temperatura en ratas tratadas con betametasona prenatal fue de -
0,05 £+ 0,026°C. Las diferencias entre el grupo control y los grupos tratados con

corticoides prenatales fueron estadisticamente significativas (p<0,001) (Tabla 7

) (Fig. 16).
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Hipoxia y recuperacion con aire

La temperatura del grupo control cuando se expuso a hipoxia mas aire,
sufrid6 un descenso de -0,41 + 0,06°C. En el grupo de ratas tratadas con
dexametasona prenatal la temperatura descendi6 mucho menos: -0,04 =+
0,023°C. En el grupo tratado con betametasona prenatal la temperatura también
descendi6 mucho menos que en el grupo control: -0,04 + 0,028°C. Las
diferencias entre el grupo control y los grupos tratados con corticoides
prenatales fueron estadisticamente significativas (p<0,001) (Tabla 7) (Fig. 16).

Hipoxia y recuperacion con hiperoxia

El cambio producido en la temperatura de las ratas del grupo control,
tras hipoxia mas hiperoxia fue de -0,26 + 0,04°C. El grupo que recibid
dexametasona prenatal disminuyé menos su temperatura: -0,02 = 0,009°C. En
las ratas tratadas con betametasona prenatal, también se produjo una
disminuciéon menor de la temperatura con respecto al grupo control: -0,05 +
0,026. Las diferencias entre los grupos tratados con corticoides prenatales y el
grupo control fueron estadisticamente significativas (p<0,001)(Tabla 7)
(Fig.16).

También se analizaron los cambios producidos en las diferentes
situaciones experimentales (“aire”, “hipoxia”, “hipoxia + aire”, “hipoxia +
hiperoxia”) dentro del mismo grupo, objetivindose una diferencia
estadisticamente significativa (p <0,001) en el descenso de la temperatura en
las ratas expuestas a hipoxia en el grupo control comparada con los animales
del subgrupo “aire” del mismo grupo. En las situaciones experimentales de
“hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia” siguid existiendo una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,001) en el descenso de la temperatura en
los animales del grupo control comparandolos con la situacion “aire” del
mismo grupo. En el grupo de dexametasona prenatal existio un descenso de la
temperatura en las ratas expuestas a hipoxia respecto a la situacion
experimental “aire” del mismo grupo (p<0,05). No existieron diferencias
significativas (NS) en los resultados obtenidos de los animales
correspondientes a las situaciones experimentales de “hipoxia + aire” e
“hipoxia + hiperoxia” respecto a los resultados obtenidos en los animales del
subgrupo experimental “aire” dentro del grupo dexametasona prenatal. En el

grupo de betametasona prenatal no hemos encontrado diferencias significativas
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(NS) entre la situacién experimental “aire” y la situaciones de ‘“hipoxia”,

“hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia” (Tabla 7)(Fig.16).

B Control
B Dexametasona

O Betametasona

Figura 16 . Diferencia de temperatura segin subgrupos. *p<0,001 vs grupo
control en la misma situacion experimental (“aire”, “hipoxia + aire”, “hipoxia
+ hiperoxia”). **p<0,05 vs situacion aire del mismo grupo experimental

(control, dexametasona, betametasona).
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4.2.2. OXIGENO CONSUMIDO

Los valores de oxigeno consumido de los distintos subgrupos
(diferencia de O2 a la entrada y salida de la cadmara) se detallan a continuacion,

se expresan como media y desviacion estandar (Tabla 8) (Fig.17).

Control Dexametasona Betametasona
Media DS Media DS Media DS
Aire 3,93 0,21 3,6 0,58 3,7 0,52
Hipoxia 2,23%* 0,29 DS 0,44 2,56%*% 0,29
Hipoxia + Aire 3,37%* 0,24 2,86*F 0,25 2,76*%*%* 0,25
Hipoxia + Hiperoxia 2,93%* 0,37 3,80%% 0,38 3,96*1 0,12

Tabla 8. Diferencia de oxigeno (%) a la entrada y la salida de la cadmara en los
subgrupos. *p<0,001 respecto al grupo control. **p<0,001 vs situacion
experimental “aire” del mismo grupo. Tp<0,005 vs situacion experimental
“aire” del mismo grupo. p<0,001 respecto a la situacion experimental “hipoxia
+ aire” del mismo grupo.

Aire

En las ratas del grupo control de la situacién experimental “aire”, la
diferencia de oxigeno fue de 3,93 + 0,21. En el grupo tratado con
dexametasona prenatal fue de 3,6 + 0,58. En el grupo tratado con betametasona
prenatal fue de 3,7 + 0,52. Aunque los valores en los dos grupos que recibieron
corticoides prenatales fueron menores respecto al grupo control, la diferencia
no fue significativa (NS) (Tabla 8) (Fig.17 ).

Hipoxia

El oxigeno consumido por las ratas del grupo control de la situacion
experimental “hipoxia” fue de 2,23 + 0,29, en el caso del grupo tratado con
dexametasona prenatal fue 2,5 = 0,44 y en el grupo tratado con betametasona
prenatal fue de 2,56 + 0,29. Aunque los valores en los dos grupos que
recibieron corticoides prenatales fueron mayores respecto al grupo control, la
diferencia no fue significativa (NS) (Tabla 8) (Fig.17).

Hipoxia y recuperacion con aire

Las ratas sometidas a hipoxia y recuperadas con aire del grupo control

presentaron un valor de oxigeno consumido de 3,37 £+ 0,23. El valor de
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oxigeno consumido en esta situacion experimental en el grupo de ratas tratadas
con dexametasona prenatal fue de 2,86 + 0,24 y en el grupo tratado con
betametasona prenatal de 2,76 + 0,24, siendo las diferencias de estos dos
grupos (tratados con corticoides prenatales) respecto al grupo control
estadisticamente significativas (p<0,001) (Tabla 8) (Fig.17).

Hipoxia y recuperacion con hiperoxia

En los animales del grupo control, tras hipoxia y recuperacién con
hiperoxia, el oxigeno consumido fue de 2,93 £ 0,36. En los del grupo tratado
con dexametasona prenatal el valor fue de 3,80 + 0,37 y en los animales del
grupo tratado con betametasona prenatal fue de 3,96 + 0,12 con diferencias
significativas (p<0,001) de estos dos ultimos grupos (tratados con corticoides
prenatales) respecto al grupo control (Tabla 8) (Fig.17).

También se analizaron los cambios producidos en el consumo de
oxigeno obtenido de los animales de experimentacion en las diferentes
situaciones experimentales dentro del mismo grupo, objetivandose una
diferencia estadisticamente significativa (p <0,001) en el consumo de oxigeno,
que fue menor, en las ratas del subgrupo experimental ‘“hipoxia” en los tres
grupos experimentales (control, dexametasona prenatal y betametasona
prenatal) comparada con los resultados obtenidos en los animales del subgrupo
experimental “aire” del mismo grupo. También fue menor el consumo de
oxigeno, con diferencias estadisticamente significativas (p<0,005), en los
animales del subgrupo experimental de “hipoxia mas aire” en los tres grupos
experimentales (control, dexametasona prenatal y betametasona prenatal)
comparado con el consumo de oxigeno obtenido en los animales de la situacion
experimental “aire”. En los animales del grupo control, en la situacion “hipoxia
+ hiperoxia”, el consumo de oxigeno fue menor, con diferencias
estadisticamente significativas (p<0,001), respecto al obtenido en los animales
de la situacion experimental “aire” . Los resultados obtenidos en los grupos que
recibieron corticoides prenatales no presentaron diferencias significativas (NS)
al comparar los resultados obtenidos en los animales de la situacion
experimental “hipoxia + hiperoxia” con los obtenidos en la situacion
experimental “aire” (Tabla 8) (Fig.17).

En los grupos que recibieron corticoides prenatales se observd un

mayor consumo de oxigeno en la situacion experimental de ‘“hipoxia +
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hiperoxia”, cuyos resultados fueron estadisticamente significativos (p<0,001)

respecto a los obtenidos en los animales de la situacion experimental de

“hipoxia + aire” dentro del mismo grupo (Tabla 8) (Fig.17).

O Control

W Dexametasona

O Betametasona

5
I s o T =
skesk
T *k skesk
kk kg J— * kk
PR |
kK
Py |
g |
0
Aire Hipoxia Hipoxia+Aire Hipoxia+Hiperoxia

Figura 17. Diferencia de oxigeno (%) a la entrada y la salida de la cadmara en

los distintos subgrupos. *p<0,001 respecto al grupo control. **p< 0,005 vs

situacion experimental “aire” del mismo grupo. 7p<0,001 respecto “hipoxia +

aire” del mismo grupo.

4.2.3. CO, PRODUCIDO

Los valores medios y la desviacion estandar de cada subgrupo se han

expuesto a continuacion (Tabla 9).

Control
Media DS
Aire 0,061 0,005
Hipoxia 0,027** 0,003
Hipoxia + Aire 0,057 0,007
Hipoxia + Hiperoxia 0,057 0,007

Dexametasona

Media DS
0,056 0,004
0,028** 0,006
0,053 0,004
0,051 0,003

‘ Betametasona

Media DS

0,053* 0,006
0,027** 0,001
0,054 0,005

0,052 0,004

Tabla 9. Diferencia de CO; (%) entre la salida y entrada de la cdmara en los

subgrupos. *p<0,05 respecto al grupo control en su misma situacion

experimental. **p<0,001 vs. situacién experimental “aire” del mismo grupo.
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Aire

En las ratas del grupo control en situacion experimental “aire”, el CO2
producido fue de 0,061 + 0,005. En el grupo tratado con dexametasona prenatal
el valor obtenido fue inferior, de 0,056 + 0,004 sin significacién estadistica
(NS). En los animales del grupo tratado con betametasona prenatal el valor
obtenido también fue inferior, 0,053 + 0,006 con diferencias significativas
(p<0,05) respecto los valores obtenidos en los animales del grupo control
(Tabla 9) (Fig.18).

Hipoxia

Para las ratas del grupo control sometidas a hipoxia, el CO; producido
fue de 0,027 = 0,003. En los animales del grupo tratado con dexametasona
prenatal fue de 0,028 + 0,006 y en los del grupo tratado con betametasona
prenatal fue de 0,027 + 0,001. No hubo diferencias significativas (NS) entre los
grupos, en esta situacion experimental (Tabla 9) (Fig.18).

Hipoxia y recuperacion con aire

Las ratas del grupo control sometidas a hipoxia y recuperadas con aire
(subgrupo “hipoxia + aire”), presentaron un valor de CO; producido de 0,057 +
0,006. Las ratas del grupo tratado con dexametasona prenatal, en esta misma
situacion experimental, fue de 0,053 £+ 0,004 y en el grupo tratado con
betametasona prenatal fue de 0,054 + 0,005. Entre los distintos grupos no hubo
diferencias estadisticamente significativas (NS) (Tabla 9) (Fig.18).

Hipoxia y recuperacion con hiperoxia

En los animales del grupo control tras hipoxia y recuperacion con
hiperoxia (subgrupo “hipoxia + hiperoxia”), el CO, producido fue de 0,057 +
0,007. En los animales del grupo tratado con dexametasona prenatal y en esta
misma situacion experimental, fue de 0,051 + 0,002 y en el grupo tratado con
betametasona prenatal fue de 0,052 + 0,004. Los resultados obtenidos en los
distintos grupos experimentales no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (NS) (Tabla 9) (Fig.18).

También se compararon los resultados obtenidos de los animales de las
diferentes situaciones experimentales (‘“‘aire”, “hipoxia”, “hipoxia + aire”,
“hipoxia + hiperoxia”) dentro del mismo grupo (control, dexametasona
prenatal 'y betametasona prenatal), objetivandose una  diferencia

estadisticamente significativa (p <0,001) en la produccion de CO,, que fue
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menor, en las ratas expuestas a “hipoxia” en los tres grupos experimentales
(control, dexametasona prenatal y betametasona prenatal) comparada con los
resultados obtenidos de los animales de la situacion experimental “aire” del
mismo grupo (Tabla 9) (Fig.18).

0,08

0,06 % T - T T

Sk kk Kok O Control
T M Dexametasona
i

[ Betametasona

0,03 +—

0,02 +— —

Aire Hipoxia HipoxiatAire Hipoxia+Hiperoxia

Figura 18. Diferencia de CO; (%) entre la salida y entrada de la cdmara en los
subgrupos. *p<0,05 respecto al grupo control. **p<0,001 vs. situacion

experimental “aire” del mismo grupo.

4.3. VEGF

Los resultados obtenidos de las diferentes muestras de este estudio
respecto al VEGF, los agruparemos segin la edad de los animales en el
momento de su analisis: 0 dias, 4 diasy 14 dias.

Para una mejor comprension de los resultados, en el andlisis de los
diferentes dias expondremos primero los resultados obtenidos para la expresion
del ARNm del VEGF, y en segundo lugar los resultados de la expresion del
VEGF obtenidos por inmunohistoquimica. Posteriormente expondremos los
resultados obtenidos en los diferentes grupos y situaciones experimentales
analizando y comparando la evolucion entre los tres dias de vida de los

animales estudiados.
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ARNm del VEGF pulmonar

Las bandas obtenidas de VEGF pulmonar y las bandas del control
GAPDH, se ilustran en las figuras (Fig.19)(Fig.20)(Fig.21). Los niveles de
expresion de ARNm de GAPDH fueron estables en todos los grupos

experimentales.

Figura 19. Fotografia de gel de electroforesis representando las bandas de
ARNm de VEGF y de GAPDH obtenidas de los diferentes subgrupos

experimentales el dia 0.

Figura 20. Fotografia de gel de electroforesis representando las bandas de
ARNm de VEGF y de GAPDH obtenidas de los diferentes subgrupos

experimentales el dia 4.
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Figura 21. Fotografia de gel de electroforesis representando las bandas de
ARNm de VEGF y de GAPDH obtenidas de los diferentes subgrupos
experimentales el dia 14.

Inmunohistoquimica

La distribucion de la inmunotincién del VEGF era muy abundante en
las células epiteliales de la via aérea distal y células alveolares (neumocitos),
también se observaba en células endoteliales, células musculares de la pared
vascular y en células intersticiales (Fig.22).

El estudio semicuantitativo de la expresion de esta proteina en el
citoplasma celular, obtenidas por densitometria, han puesto de manifiesto
diferencias importantes entre los grupos y situaciones experimentales del

presente estudio (Fig.23)(Fig.24)(Fig.25).

Figura 22. Inmunotinciéon del VEGF.
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Figura 23. Inmunotincién del VEGF pulmonar en los distintos grupos y

situaciones experimentales. Dia 0
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Figura 24. Inmunotincion del VEGF pulmonar en los distintos grupos y

situaciones experimentales. Dia 4
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Figura 25. Inmunotincién del VEGF pulmonar en los distintos grupos y

situaciones experimentales. Dia 14
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4.3.1 ANIMALES DE 0 DIAS DE VIDA

4.3.1.1. ARNm del VEGF pulmonar dia 0

Los valores medios de ARNm VEGF/ARNm GAPDH vy la desviaciéon
estandar, obtenidos por densitometria, de cada subgrupo experimental, se

exponen a continuacion (Tabla 10).

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,116851 0,028843 0,093276  0,040236 0,196833 0,142826
Hipoxia 0,096737  0,058460 0,077528  0,030319 0,102054 0,031548
Hipoxia + Aire 0,143683 0,106586 0,105458  0,075469 0,100747 0,058556

Hipoxia+ Hiperoxia 0,107797 0,048955 0,084985  0,038690 0,315537 0,112001

Tabla 10. Valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria. Dia 0

El estudio comparativo y su significacion estadistica, de los resultados
de ARNm VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por densitometria, los

presentamos en la tabla (Tabla 11).
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Grupos  VEGF/GAPDH 1° VEGF/GAPDH 2° P

Media ND) Media ND)

= 0,116851 0,028843  0,196833  0,142826 1,000
0,093276  0,040236 1,000
0,096737  0,058460 1,000
0,143683  0,106586 1,000
0,107797  0,048955 1,000
0,096737 0,058460  0,102054  0,031548 1,000
0,077528  0,030319 1,000
0,143683  0,106586 1,000
0,107797  0,048955 1,000
0,143683 0,106586  0,100747  0,058556 1,000
0,105458  0,075469 1,000
0,107797  0,048955 1,000
0,107797 0,048955 1 0,084985  0,038690 | 1,000
0315537  0,112001 0,010
0,196833 0,142826 1 0,093276  0,040236 | 0,987
0,102054  0,031548 0,997
0,100747  0,058556 0,997
0315537  0,112001 0,987
0,102054 0,031548 1 0,100747  0,058556 | 1,000
0315537  0,112001 0,010
0,077528  0,030319 0,983
0,100747 0,058556  0,315537  0,112001 | 0,007
0,105458  0,075469 1,000
0,315537 0,112001  0,084985  0,038690 | 0,005
BHH > CA ° 0,116851  0,028843 0,018
DA < DHA 0,093276 0,040236  0,105458  0,075469 1,000
0,084985  0,038690 1,000
0,077528  0,030319 1,000

DH < DHA 0,077528 0,030319  0,105458 0,075469 | 1,000
0,084985 0,038690 | 1,000

DHA > DHH 0,105458 0,075469  0,084985 0,038690 : 1,000

Tabla 11. Tabla de valores d¢ ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por

densitometria, comparando entre si los diferentes grupos y situaciones

experimentales *p< 0,01. °p< 0,05. Dia 0.
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El grupo que recibi6 betametasona prenatal tenia aumentada la
expresion de ARNm del VEGF respecto al grupo que recibié dexametasona
prenatal en las situaciones experimentales de “aire” e “hipoxia”, sin diferencias
significativas (NS) y con diferencias significativas (p<0,01) en la situacion
experimental de “hipoxia + hiperoxia”. No se observaron diferencias
significativas en la situacién experimental “hipoxia + aire” (NS) (Tabla 11)
(Fig.26).

Comparado los resultados obtenidos en el grupo que recibio
betametasona prenatal con los obtenidos en el grupo control, el grupo que
recibi6 betametasona prenatal tenia aumentada la expresion de ARNm del
VEGF en las situaciones experimentales de “aire” e “hipoxia”, sin diferencias
significativas (NS) y con diferencias significativas (p = 0,01) en la situacion
experimental de ‘“hipoxia + hiperoxia”. No se observaron diferencias
significativas en la situacion experimental “hipoxia + aire” (NS). El grupo que
recibi6 betametasona prenatal en la situacion experimental de ‘“hipoxia +
hiperoxia” tenia mayor expresion del ARNm del VEGF comparado con el
grupo control en la situacién experimental “aire” (p<0,05) (Tabla 11) (Fig.26).

El grupo que recibié dexametasona prenatal tuvo menor expresion del
ARNm del VEGF comparado con el grupo control en todas las situaciones

experimentales sin significacion estadistica (NS) (Tabla 11) (Fig.26).
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Figura 26. Valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria en los diferentes grupos y subgrupos experimentales. Dia 0.
*p<0,01 respecto a su homologo en el grupo control. **p<0,01 betametasona
vs su homologo en el grupo de dexametasona. 7p<0,05 respecto al subgrupo
control aire.

Cuando se compararon, dentro de un mismo grupo, las distintas
situaciones experimentales, se observaron una mayor expresion del ARNm del
VEGEF en la situacion experimental de “hipoxia + hiperoxia” en el grupo que
ha recibido betametasona prenatal comparado con la situacion experimental de
“hipoxia” (p <0,01) y con la situacion experimental de “hipoxia + aire”
(p<0,01). También fue mayor la expresion del ARNm del VEGF en la
situacion experimental de ‘“hipoxia + hiperoxia” respecto a la situacion
experimental de “aire” sin diferencias significativas (NS) (Tabla 11) (Fig.27).

En los grupos control y dexametasona no se observaron diferencias
significativas (NS) al comparar entre si las distintas situaciones experimentales
aunque observamos, en ambos grupos, una mayor expresion del ARNm del
VEGEF en la situacion experimental de “hipoxia + aire” respecto al resto de

situaciones experimentales (Tabla 11) (Fig.27).
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Figura 27. Valores de ARNm: VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por
densitometria. Dia 0. *p<0,01 respecto a la situacidon experimenta “hipoxia +
aire” dentro del mismo grupo experimental. **p<0,01 respecto a la situacion
experimental “hipoxia” dentro del mismo grupo experimental.

4.3.1.2. Inmunohistoquimica del VEGF dia 0

Los valores medios con su desviacion estandar en los diferentes
grupos y situaciones experimentales los observamos en la tabla (Tabla 12).

El estudio comparativo y su significacion estadistica, de los
resultados de la expresion del VEGF, determinados por densitometria, en los
cortes histologicos con inmunotincion para el VEGF los presentamos en la

tabla (Tabla 13).

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,135642  0,012076 0,124604  0,007501 0,145018 0,006961
Hipoxia 0,148113  0,007793 0,133930  0,005817 0,162514 0,016860
Hipoxia + Aire 0,144713  0,006808 0,134184  0,011156 0,163463 0,013506

Hipoxia+ Hiperoxia 0,129687 0,010446 0,132023  0,009314 0,168170 0,014647

Tabla 12. Valores en densidad 6ptica de la inmunotincion del VEGF de los

distintos grupos y situaciones experimentales. Dia 0
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Grupos ' Densidad 6ptica 1° Densidad optica 2° p

Media SD Medla S
"""""" 0,135642 0,012076  0,145018 0,006961 0,108
--------------------- 0,124604 0,007501 0,020
--------------------- 0,148113 0,007793 0,006
0,144713 0,006808 0,125
--------------------- 0,129687 0,010446 0,990
--------------------- 0,162514 0,016860 0,000
--------------------- 0,163463 0,013506 0,000
--------------------- 0,168170 0,014647 0,000
0,148113 0,007793 |0,162514 0,016860 | 0,065
--------------------- 0,133930 0,005817 0,000
--------------------- 0,144713 0,006808 1,000
--------------------- 0,129687 0,010446 0,000
0,144713 0,006808  0,163463 0,013506 0,003
--------------------- 0,134184 0,011156 0,017
--------------------- 0,129687 0,010446 0,000
0,129687 0,010446  0,132023 0,009314 1,000
..................... 0.168170 0,014647 | 0,000
0,145018 0,006961  0,124604 0,007501 0,000
--------------------- 0,162514 0,016860 0,007
--------------------- 0,163463 0,013506 0,004
--------------------- 0,168170 0,014647 0,000
0,162514 0,016860  0,163463 0,013506 1,000
--------------------- 0,168170 0,014647 1,000
--------------------- 0,133930 0,005817 0,000
0,163463 0,013506  0,168170 0,014647 | 1,000
--------------------- 0,134184 0,011156 0,000
0,168170 0,014647  0,132023 0,009314 0,000
0,124604 0,007501  0,134184 0,011156 ' 0.060
--------------------- 0,132023 0,009314 0,275
--------------------- 0,133930 0,005817 0,001
0,133930 0,005817  0,134184 0,011156 | 1,000
e 0,132023 0,009314 1,000
0,134184 0,011156 | 0,132023 0,009314 1,000

Tabla 13. Tabla de valores de expresion del VEGF, por inmunotincion,
obtenidos por densitometria, comparando entre si los diferentes gruposy

situaciones experimentales. *p< 0,001; °p<0,05. Dia 0.
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El grupo que recibié betametasona prenatal tenia aumentada la
inmunotincién del VEGF respecto al grupo que habia recibido dexametasona
prenatal en todas las situaciones experimentales (“aire”, “hipoxia”, “hipoxia +
aire”, “hipoxia + hiperoxia”) con significacion estadistica (p<<0,001) (Tabla 13)
(Fig.28).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibid
betametasona prenatal, comparadas con sus homologas del grupo control,
tenian mayor expresion (inmunotincion) del VEGF, siendo estadisticamente
significativo para las situaciones experimentales de “hipoxia + aire” (p<0,005)
e “hipoxia + hiperoxia” (p<0,001). Igualmente la inmunotincion del VEGF fue
mayor en el grupo que recibid betametasona prenatal en las situaciones
experimentales de “hipoxia”, “hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia”, respecto
al grupo control en la situacién experimental de “aire” con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,001) (Tabla 13) ( Fig.28).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibio
dexametasona prenatal, comparadas con sus homoélogas del grupo control,
tenian menor expresion (inmunotincién) del VEGF, siendo estadisticamente
significativas,en las situaciones experimentales de “aire” (p<0,05), “hipoxia”

(p<0,001) e “hipoxia + aire” (p<0,05) (Tabla 13) (Fig.28).
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Figura 28. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por
inmunotincion (densidad o6ptica). Dia 0. *p<0,05 vs grupo control. **p<0,001

betametasona vs dexametasona. Tp<0,001 respecto al subgrupo control aire.
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Cuando comparamos, dentro de un mismo grupo, las distintas
situaciones experimentales, se observd que en la situacion experimental de
“hipoxia” respecto a la situacion experimental “aire”, existia una mayor
inmunotincion del VEGF, en todos los grupos con diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01) (Tabla 13)(Fig.29).

En la situacion experimental de “hipoxia + aire”, respecto a la situacion
aire, obtuvimos una mayor inmunotincion del VEGF en todos los grupos con
significacion estadistica en el grupo que habia recibido betametasona prenatal
(p<0,005) (Tabla 13) ( Fig.29).

Cuando comparamos la situacion de “hipoxia”con la situacién de
“hipoxia + aire” del mismo grupo, no se observaron diferencias significativas
(NS) (Tabla 13) ( Fig.29).

En el grupo control, la inmunotincién del VEGF estaba disminuida en
la situacion de “hipoxia + hiperoxia”, al compararla con el resto de situaciones
experimentales, siendo esta diferencia estadisticamente significativa respecto a
la situacion experimental de “hipoxia” (p<0,001) y a la situacidén experimental
de “hipoxia + aire” (p<0,001) (Tablal3) ( Fig.29).

En el grupo que habia recibido dexametasona prenatal, la
inmunotinciéon del VEGF en la situacion de “hipoxia + hiperoxia” era muy
similar a la de las situaciones de “aire”, “hipoxia” e “hipoxia + aire” sin
diferencias significativas (NS) (Tabla 13) (Fig.29).

En el grupo que habia recibido betametasona prenatal, la situacion de
“hipoxia + hiperoxia” tenia una inmunotinciéon del VEGF similar a las
situaciones de ‘“hipoxia” e “hipoxia + aire”, sin significacion estadistica (NS).
Sin embargo la inmunotincion del VEGF, en esta situaciéon experimental
(hipoxia + hiperoxia) presentaba diferencias significativas (p<0,001), respecto

a la situacion aire (Tabla 13)( Fig.29).
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Figura 29. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por
inmunotinciéon (densidad Optica), en cada grupo experimental con sus
diferentes situaciones experimentales. Dia 0. *p<0,05 respecto a aire.
*#p<0,001 respecto a hipoxia mas aire.

4.3.2 ANIMALES DE 4 DiAS DE VIDA

4.3.2.1 ARNm del VEGF pulmonar dia 4

Los valores medios d¢ ARNm VEGF/ARNm GAPDH Yy la desviacion
estaindar obtenidos por densitometria de cada subgrupo experimental se
exponen a continuacion (Tabla 14).

El estudio comparativo y su significacion estadistica, de los resultados
de ARNm VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por densitometria, los

presentamos en la tabla (Tabla 15).

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,337356  0,190166 0,222670  0,115746 0,299095 0,157937
Hipoxia + Aire 0,138863 0,055205 0,100172  0,066729 0,263982  0,094282

Hipoxia+ Hiperoxia 0,226061 0,151252 0,054726  0,038748 0,198935 0,101723

Tabla 14. Valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por

densitometria. Dia 4.
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Grupos . VEGF/GAPDH 1°  VEGF/GAPDH 2° P

Media ND) Media SD
= 0,337356 0,190166  0,209095 0,157937 1,000
0,222670 0,115746 0,968
0,138863 0,055205 0,140
0,226061 0,151252 0,993
0,138863 0,055205 0,263982 0,094282 | 0,080
0,100172 0,066729 0,998
0,226061 0,151252 1 0,952
0,226061 0,151252 0,054726 0,038748 0,082
0,198935 0,101723 1,000
0,299095 0,157937 0,222670 0,115746 1,000
0,263982 0,094282 1,000
0,198935 0,101723 0,990
0,263982 0,094282 0,198935 0,101723 | 0,995
0,100172 0,066729 0,013
0,198935 0,101723 0,054726 0,038748 | 0,015
0,222670 0,115746 0,100172 0,066729  0.200
0,054726 0,038748 | 0,012
0,100172 0,066729 0,054726 0,038748 0,936
DHA < CA* 0,337356 0,190166 | 0,043
0,054726 0,038748 0,337356 0,190166 0,011

Tabla 15. Tabla de valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria, comparando entre si los diferentes grupos y situaciones
experimentales *p< 0,05. Dia 4.

El grupo que recibié betametasona prenatal tenia aumentada la
expresion de ARNm del VEGF respecto al grupo que recibié dexametasona
prenatal en todas las situaciones experimentales, sin diferencias significativas
en la situacion experimental “aire” (NS) y con significacion estadistica en la
situacion experimental de “hipoxia + aire” ( p<0,05) y en la situacion
experimental de “hipoxia + hiperoxia” (p<0,05) (Tabla 15) (Fig.30).

Comparado con el grupo control, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (NS) (Tabla 15) (Fig.30).
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El grupo que ha recibido dexametasona prenatal tenia menor expresion
del ARNm del VEGF comparado con el grupo control en todas las situaciones
experimentales sin diferencias estadisticamente significativas (NS). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
situaciones de “hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia” en el grupo que recibid
dexametasona prenatal, con menor expresion del ARNm del VEGF, respecto

al grupo control aire (p < 0,05) (Tabla 15) (Fig.30).
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Figura 30. Valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria en los diferentes grupos y subgrupos experimentales. Dia 4.
*p<0,05 betametasona vs dexametasona en la misma situacion experimental.
** p<0,05 respecto al subgrupo control aire.

Cuando se comparan dentro de un mismo grupo las distintas situaciones
experimentales, se observd una menor expresion del ARNm del VEGF en las
situaciones experimentales de ‘“hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia”
respecto la situacidn experimental “aire”, tanto en los grupos que habian
recibido corticoides prenatales como en el grupo control, con diferencias
estadisticamente significativas en el grupo de dexametasona prenatal entre las
situaciones experimentales de “hipoxia + hiperoxia” y “aire” (p<0,05) y sin
hallazgos estadisticamente significativos en el resto de situaciones (NS) (Tabla
15) (Fig. 31).

Cuando comparamos la situacion experimental de “hipoxia + aire” con

la situacion experimental de ‘“hipoxia + hiperoxia”, en los grupos que
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recibieron corticoides prenatales la expresion del ARNm del VEGF fue menor
en la situacion de “hipoxia + hiperoxia” sin diferencias significativas (NS) y en
el grupo control fue menor en la situacion hipoxia mas aire sin significacion

estadistica (NS) (Tabla 15) (Fig. 31).
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Figura 31. Valores de ARNm: VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por
densitometria. Dia 4. *p<0,05 respecto a la situacion experimental “aire”,
dentro del mismo grupo experimental.
4.3.2.2. Inmunohistoquimica del VEGF dia 4

Los valores medios con su desviacion estandar en los diferentes grupos
y situaciones experimentales los observamos en la tabla 16.

El estudio comparativo y la significacion estadistica, de los resultados
de la expresion del VEGF, determinados por densitometria, en los cortes

histoldgicos con inmunotincién para el VEGF los presentamos en la tabla 17.
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Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,156171 0,009370 0,118270  0,009768 0,162845 0,015628
Hipoxia + Aire 0,142742 0,015322 0,131900 0,006458 0,176588 0,016321

Hipoxia+ Hiperoxia 0,128504 0,012499 0,122433  0,005470 0,168800 0,013152

Tabla 16. Valores en densidad optica de la inmunotinciéon del VEGF de los

distintos grupos y situaciones experimentales Dia 4

Grupos Densidad optica 1° Densidad optica 2° p
EMedia ND) éMedia SD

0,156171 0,009370  0,162845 0,015628 0,985

0,118270 0,009768 0,000

0,142742 0,015322 0,032

0,128504 0,012499 0,000

0,142742 0,015322  0,176588 0,016321 0,000

0,131900 0,006458 0,108

0,128504 0,012499 0,032

0,128504 0,012499  0,122433 0,005470 0,708

0,168800 0,013152 0,000

0,162845 0,015628  0,118270 0,009768 0,000

0,176588 0,016321 0,220

0,168800 0,013152 1,000

0,176588 0,016321 | 0,168800 0,013152 | 0,957

0,131900 0,006458 0,000

0,168800 0,013152  0,122433 0,005470 * 0,000

0,118270 0,009768  0,131900 0,006458  0.000

0,122433 0,005470 0,978

0,131900 0,006458  0,122433 0,005470 0,000

DHA < CA * 0,162845 0,015628 0,000

0,122433 0,005470  0,162845 0,015628 | 0,000

Tabla 17. Tabla de valores de expresion del VEGF, por inmunotincion,
obtenidos por densitometria, comparando entre si los diferentes grupos y

situaciones experimentales *p< 0,001; °p<0,05. Dia 4.
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El grupo que recibié betametasona prenatal tenia aumentada la
inmunotincioén del VEGF respecto al grupo que recibié dexametasona prenatal
en todas las situaciones experimentales con significacion estadistica (p<0,001)
(Tabla 17)( Fig.32).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibio
betametasona prenatal, comparadas con sus homologas del grupo control,
tenian mayor expresion (inmunotincion) del VEGF, siendo estadisticamente
significativo para las situaciones experimentales de “hipoxia + aire” e “hipoxia
+ hiperoxia” (p<0,001) (Tabla 17)( Fig. 32).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibid
dexametasona prenatal, comparadas con sus homoélogas del grupo control,
tenian menor expresion (inmunotincion) del VEGF, siendo estadisticamente
significativo en la situacion “aire” (p<<0,001) (Tabla) ( Fig.). La inmunotincion
del VEGF fue también menor en el grupo que recibe dexametasona prenatal en
las situaciones de hipoxia mdas aire e hipoxia mas hiperoxia respecto a la
situacion aire del grupo control, con diferencias estadisticamente significativas

(p <0,001) (Tabla 17)(Fig.32).
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Figura 32. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por
inmunotincion (densidad 6ptica). Dia 4. *p<0,001 vs grupo control. **p<0,001

betametasona vs dexametasona. Tp<0,001 respecto al subgrupo control aire.
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Cuando comparamos, dentro de un mismo grupo las distintas
situaciones experimentales, se observo que la recuperacién en aire tras la
hipoxia comparada con la situacion experimental “aire” tenia una mayor
inmunotincion para el VEGF en los grupos que habian recibido corticoides
prenatales, con significacion estadistica en el grupo que habia recibido
dexametasona prenatal (p<0,001) y no significativo en el grupo que ha recibido
betametasona prenatal (NS). En el grupo control la situacion de “hipoxia +
aire” tenia menor inmunotinciéon para el VEGF comparada con la situacion
experimental de “aire”, con significacion estadistica (p<0,05) (Tabla 17)
(Fig.33).

En el grupo control la inmunotincién del VEGF fue menor, con
diferencias estadisticamente significativas, en la situacion experimental de
“hipoxia + hiperoxia” respecto a la situacion experimental “aire” (p<0,001) y
respecto a la situacion experimental de “hipoxia + aire” (p<0,05) (Tabla 17)

( Fig.33).

En el grupo que recibi6 dexametasona prenatal la inmunotincién del
VEGF, en la situacion experimental de “hipoxia + hiperoxia”, fue menor
comparada con las situacion experimental ‘“hipoxia + aire” siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) (Tabla 17) (Fig.33).

En el grupo que recibid betametasona prenatal no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (NS) al comparar las diferentes
situaciones experimentales realizadas en el estudio (“aire”, “hipoxia + aire” e

“hipoxia + hiperoxia™) (Tabla 17) ( Fig.33).
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Figura 33. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por

inmunotinciéon (densidad Optica), en cada grupo experimental con sus

diferentes situaciones experimentales. Inmunotincion del VEGF (densidad

optica) Dia 4. *p<0,05 respecto a aire . **p<0,05 respecto hipoxia mads aire.
4.3.3.ANIMALES DE 14 DiAS DE VIDA

4.3.3.1 ARNm del VEGF dia 14.

Los valores medios de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria y la desviacion estandar de cada subgrupo se exponen a
continuacion (Tabla 18).

El estudio comparativo y su significacion estadistica, de los resultados
de ARNm VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por densitometria, los

presentamos en la tabla (Tabla 19).

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,101195 0,023089 0,186669  0,084058 0,299671 0,177619
Hipoxia + Aire 0,131776  0,089781 0,113271  0,035567 0,092053 0,051715

Hipoxia+ Hiperoxia 0,069701 0,038473 0,044733  0,024343 0,045360 0,017204

Tabla 18. Valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por

densitometria.. Dia 14.
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Grupos ' VEGF/GAPDH 1°  VEGF/GAPDH 2° P

Media ND) Media ND)
= 0,101195 0,023089  0,299671 0,177619 0,136
0,186669 0,084058 0,056
0,131776 0,089781 | 1,000
0,069701 0,038473 0,414
0,131776 0,089781 | 0,092053 0,051715 | 0,998
0,113271 0,035567 | 1,000
0,069701 0,038473 | 0,646
0,069701 0,038473  0,044733 0,024343 0,805
0,045360 0,017204 0,738
0,299671 0,177619  0,186669 0,084058 0,932
0,092053 0,051715 0,103
0,045360 0,017204 0,027
0,092053 0,051715 | 0,045360 0,017204 0,135
0,113271 0,035567 | 1,000
0,045360 0,017204 | 0,044733 0,024343 | 1,000
0,101195 0,023089 0,000
0,186669 0,084058  0,113271 0,035567 | 0.203
DA > DHH * 0,044733 0,024343 0,000
0,113271 0,035567  0,044733 0,024343 0,001
0,044733 0,024343  0,101195 0,023089 0,000

Tabla 19. Tabla de valores de ARNm VEGF/ARNm GAPDH obtenidos por
densitometria, comparando entre si los diferentes grupos y situaciones
experimentales *p< 0,001. °p< 0,05. Dia 14.

El grupo que ha recibido betametasona prenatal tenia aumentada la
expresion de ARNm del VEGF respecto al grupo que recibié dexametasona
prenatal y al grupo control en la situacion experimental de “aire” sin
significacion estadistica (NS) (Tabla 19).

En las situaciones experimentales de ‘“hipoxia + aire” e “hipoxia +
hiperoxia” los grupos que habian recibido corticoides prenatales tenian menor
expresion del ARNm del VEGF respecto al grupo control aunque sin
significacion estadistica (NS) (Tabla 19).

La expresion del ARNm del VEGF fue menor en la situacion

experimental de “hipoxia + hiperoxia” respecto a la situacion experimental de
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“aire” en todos los grupos experimentales, y esta diferencia era significativa
estadisticamente en el grupo que habia recibido betametasona prenatal (p<0,05)
y en el grupo que ha recibido dexametasona prenatal (p = 0,001). Se
observaron también diferencias estadisticamente significativas al comparar las
situaciones experimentales de “hipoxia + hiperoxia” en los grupos que habian
recibido dexametasona prenatal y betametasona prenatal al compararlos con la
situacion experimental “aire” del grupo control (p<0,001) (Tabla 19) (Fig.34).

La expresion del ARNm del VEGF también era menor en la situacion
de “hipoxia + hiperoxia” respecto a la situacion “hipoxia + aire” en todos los
grupos, con significacion estadistica en el grupo que habia recibido

dexametasona prenatal (p = 0,001) (Tabla 19) (Fig.34).
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Figura 34. Valores de ARNm: VEGF/ARNm GAPDH, obtenidos por

densitometria Dia 14.*p<0,05 respecto a la situacion experimental de “aire”
(dentro del mismo grupo).**p<0,001 respecto a la situacién experimental de
“hipoxia + aire” (dentro del mismo grupo).

4.3.3.2. Inmunohistoquimica del VEGF dia 14.

Los valores medios con su desviacion estandar en los diferentes grupos
y situaciones experimentales los observamos en la tabla (Tabla 20).

El estudio comparativo y su significacion estadistica, de los resultados

de la expresion del VEGF, determinados por densitometria, en los cortes
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histologicos con inmunotincion para el VEGF los presentamos en la tabla

(Tabla 21).

Control Dexametasona Betametasona

Media DS Media DS Media DS
Aire 0,119161 0,011817 0,125448  0,013031 0,150792 0,010616
Hipoxia + Aire 0,116129  0,008242 0,133470  0,009085 0,139536 0,010218

Hipoxia+ Hiperoxia 0,106289 0,010785 0,119977 0,010792 0,134476 0,018979

Tabla 20. Valores en densidad optica de la inmunotinciéon del VEGF de los

distintos grupos y situaciones experimentales. Dia 14.

Grupos Densidad 6ptica 1° Densidad optica 2° p
© j 2 Media SD Media SD

il

0,125448 0,013031
0,116129 0,008242
0,106289 0,010785
0,116129 0,008242 :0,139536 0,010218
0,133470 0,009085
0,106289 0,010785
0,106289 0,010785 :0,119977 0,010792
0,134476 0,018979
0,150792 0,010616 :0,125448 0,013031
0,139536 0,010218
0,134476 0,018979
0,139536 0,010218 :0,134476 0,018979
0,133470 0,009085

BHH > DHH ” 0,134476 0,018979 1 0,119977 0,010792

0,125448 0,013031 0,133470 0,009085
DA > DHH 0,119977 0,010792

DHA > DHH* 0,133470 0,009085 1 0,119977 0,010792

Tabla 21. Tabla de valores de expresion del VEGF, por inmunotincion,

>

CA <BA*

obtenidos por densitometria, comparando entre si los diferentes grupos y

situaciones experimentales*p< 0,001; °p<0,005, ’p<0,05. Dia 14.
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El grupo que recibié betametasona prenatal tenia aumentada la
inmunotincioén del VEGF respecto al grupo que recibié dexametasona prenatal
siendo estadisticamente significativo para las situaciones experimentales de
“aire” (p<0,001) e “hipoxia + hiperoxia” (p<0,05) (Tabla 21)(Fig 35).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibid
betametasona prenatal, comparadas con sus homologas del grupo control,
tenian mayor expresion (inmunotincion) del VEGF, siendo estadisticamente
significativo en todas las situaciones experimentales (p<0,001)(Tabla 21)(Fig
35).

Las diferentes situaciones experimentales del grupo que recibid
dexametasona prenatal, comparadas con sus homoélogas del grupo control,
tenian mayor expresion (inmunotincion) del VEGF, con diferencias
estadisticamente significativas en las situaciones de “hipoxia + aire” e “hipoxia

+ hiperoxia” (p<0,001) (Tabla 21)(Fig 35).
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Figura 35. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por
inmunotincion (densidad 6ptica). Dia 14. *p<0,001 vs grupo control. **p<0,05
betametasona vs dexametasona.

Cuando comparamos, dentro de un mismo grupo, las distintas
situaciones experimentales, observamos que la inmunotincion del VEGF fue
menor en la situacion experimental “hipoxia + aire” comparada con la
situaciéon experimental de “aire” en el grupo betametasona, con diferencias

estadisticamente  significativas  (p<0,005), no obtuvimos diferencias
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significativas entre estas situaciones experimentales en el grupo control (NS) ni
en el grupo dexametasona (NS) (Tabla 21)( Fig. 36).

En el grupo control la inmunotincién del VEGF fue menor, con
diferencias estadisticamente significativas, en la situacion experimental de
“hipoxia + hiperoxia” respecto a la situacion “aire” (p<0,001) y respecto a la
situacion de “hipoxia + aire” (p<0,005) (Tabla 21) (Fig.36).

En el grupo que recibi6 dexametasona prenatal la inmunotincién del
VEGF fue menor en la situacion de “hipoxia + hiperoxia” comparada con las
situacion experimental “hipoxia + aire”, siendo estadisticamente significativo
(p<0,001) (Tabla 21) (Fig.36).

En el grupo que recibi6 betametasona prenatal la inmunotincién del
VEGF fue menor en la situacion experimental de “hipoxia + hiperoxia”
comparada con las situacion experimental “aire”, siendo estadisticamente

significativo (p<0,005) (Tabla 21)( Fig.36).
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Figura 36. Representacion grafica de los valores de la expresion del VEGF por
inmunotinciéon (densidad Optica), en cada grupo experimental con sus

diferentes situaciones experimentales. Dia 14.* p<0,005 respecto a aire.

*#p<0,05 respecto hipoxia més aire.
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4.3.4. EVOLUCION CRONOLOGICA DE LA EXPRESION DEL
VEGF

4.3.4.1. ARNm del VEGF en los distintos dias de estudio.

Grupo control.

En el grupo control se observé un aumento de la expresion del ARNm
del VEGF el dia 4 respecto a dia 0 en las situaciones de “aire” e “hipoxia +
hiperoxia”, a dia 14 los valores disminuyeron siendo menores que los del dia 4
y similares a dia 0. En la situacién experimental de “hipoxia + aire” la
expresion de ARNm del VEGF fue similar en los tres dias estudiados.
Estadisticamente no se obtuvieron diferencias significativas entre los valores
obtenidos, en ninguna situacion experimental (NS) (Fig. 37).

Grupo de dexametasona prenatal.

En el grupo que recibi6 dexametasona prenatal, en la situacion
experimental de “aire” los valores de ARNm de VEGF aumentaron del dia 0 al
dia 4, y disminuyeron el dia 14. En las situaciones experimentales de “hipoxia
+ aire” e “hipoxia + hiperoxia” los valores eran similares en los tres dias del
estudio (Fig.). Estadisticamente no se obtuvieron diferencias significativas
entre los valores obtenidos, en ninguna situacion experimental (NS) (Fig. 37).

Grupo de betametasona prenatal.

En el grupo que recibi6 betametasona prenatal en la situacion “aire” la
expresion del ARNm del VEGF aument6 desde el dia 0 a los dias 4 y 14 . En
la situacion “hipoxia + aire” obtuvimos una mayor expresion del ARNm del
VEGEF el dia 4 respecto a los dias 0 y 14 donde se observd una expresion
similar. En la situacion experimental de “hipoxia + hiperoxia” se observo una
mayor expresion del ARNm del VEGF el dia 0, respecto a la expresion media
del dia 4 sin diferencias significativas (NS), sin embargo obtuvimos diferencias
con significacion estadistica (p = 0,01) entre los valores medios obtenidos el

dia O respecto a los del dia 14 (Fig. 37).
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Figura 37. Valores medios de ARNmVEGF/ARNm GAPDH de todos los
grupos y situaciones experimentales, obtenidos por densitometria, en los
distintos dias del estudio.

4.3.4.2. Inmunohistoquimica del VEGF en los distintos dias de
estudio.

Grupo control.

En los animales del grupo control, en la situaciéon experimental de
“aire” se observd mayor inmunotincion del VEGF a dia 4 con diferencias
significativas respecto a dia 0 (p<0,001) y respecto a dia 14 (p<0,001). En las
situaciones de “hipoxia + aire” e “hipoxia + hiperoxia” la inmunotincion del
VEGF fue menor el dia 4 que el dia 0 pero sin diferencias significativas (NS).
En las tres situaciones experimentales (“aire”, “hipoxia + aire”, “hipoxia +
hiperoxia”) la inmunotinciéon del VEGF fue menor a dia 14 con diferencias
estadisticamente significativas respecto a dia 4 (p<0,001) y respecto a dia 0
(p<0,001) (Fig. 38).

Grupo de dexametasona prenatal.

En el grupo que recibié dexametasona prenatal, los valores medios de
la inmunotincion, obtenidos por densitometria en las situaciones de “aire” e
“hipoxia + aire”, no mostraron diferencias significativas en la inmunotincién
del VEGF entre los distintos dias (NS). En la situacion de “hipoxia +

hiperoxia” la expresion media del VEGF a dia 14 fue menor respecto a la
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obtenida en los animales del dia 0 siendo estadisticamente significativo (p <
0,05) (Fig. 38).

Grupo de betametasona prenatal.

En el grupo que recibié betametasona prenatal en la situacion
experimental de “aire” la inmunotincion del VEGF fue mayor el dia 4 con
diferencias significativas respecto al dia 0 (p< 0,05) y no significativas respecto
al dia 14 (NS). No se observaron diferencias significativas en esta situacion
experimental, entre los valores del dia O y 14. En la situacion experimental de
“hipoxia + aire” los valores de la inmunotincién del VEGF fueron menores el
dia 14 con diferencias estadisticamente significativas respecto a los valores del
dia 0 (p<0,001) y del dia 4 (p<0,001). No se encontraron diferencias
significativas entre los valores obtenidos por densitometria de la inmunotincion
entre el dia 4 y 14. En la situacion experimental de “hipoxia + hiperoxia” los
valores de la inmunotinciéon del VEGF fueron menores el dia 14 con
diferencias estadisticamente significativas respecto a los obtenidos el dia 0
(p<0,001) y respecto al dia 4 (p<0,001). No se encontraron diferencias
significativas entre los valores de expresion del VEGF del dia 4 y del dia 14

(NS) (Fig. 38).
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Figura. Valores medios de expresion del VEGF (inmunohistoquimica) de
todos los grupos y situaciones experimentales, obtenidos por densitometria, en

los distintos dias del estudio.
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5. DISCUSION
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Para una mejor comprension de la discusion, la hemos dividido en los

siguientes apartados: crecimiento, metabolismo y VEGF pulmonar.

Crecimiento

En nuestros resultados las ratas tratadas con corticoides prenatales
tenian al nacimiento un menor peso, implicando a los corticoides administrados
a la madre como negativos sobre el peso al nacimiento.

Este efecto fue observado muy pronto en la historia del desarrollo de
los corticoesteroides, observandose que pequeiias dosis de corticoesteroides
suprimian precozmente el crecimiento en la rata®’.

Hemos encontrado muchos estudios en la literatura con resultados
semejantes a los nuestros, donde se ha encontrado que los corticoides
prenatales causaban una restriccion del crecimiento en distintas especies

animales?*3173%2,

320 administraron betametasona o solucién salina a

Newnham y cols.
ovejas gestantes y encontraron que los corderos expuestos a betametasona
pesaban una media de 550 gramos menos que los que no habian recibido el
corticoide.

Se ha descrito que el mecanismo de actuacion de los corticoides sobre
el crecimiento era debido a una reduccion la biosintesis de ADN y ARN con
inhibicion de la mitosis y de la actividad sintética celular’>. Estudios recientes
han relacionado el dafio en el crecimiento fetal con un descenso en la expresion

324

de genes que promovian el crecimiento. Baisden y cols.””" a ratas gestantes

dexametasona o solucidn salina y observaron que las placentas de los animales
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que habian recibido dexametasona pesaban menos y el peso de los fetos
también estaba disminuido después de la administracion de dexametasona a la
madre. Encontraron también que en el grupo que habia sido tratado con
dexametasona estaba aumentada la apoptosis de trofoblastos. En este estudio
determinaron la expresion de genes en la placenta y observaron que la
dexametasona causaba una disminucion de genes implicados en la division
celular como ciclinas A2, B1, D2, cdk2, cdk4 y de genes que promovian el
crecimiento como el EGF-R, BMP4 ¢ IGFBP3.

296 observaron un menor crecimiento fetal tras haber

Hewitt y cols.
realizado tratamiento con dexametasona a ratas gestantes, resultados
concordantes con nuestro estudio, sugiriendo que el posible mecanismo era
por un descenso en la expresion del VEGF que observaron disminuido en las
placentas de las ratas que habian recibido dexametasona .

Aunque la inhibicion del crecimiento somatico fetal asociado con
glucocorticoides ha sido ampliamente mostrado en estudios experimentales en
diferentes animales, los efectos en el feto humano no estaban tan claros y en
los primeros estudios con glucocorticoides prenatales no se ha identificado el

225,325 241
| e no han observado

dafio en el crecimiento feta Wapner y cols.
diferencias significativas en el peso al nacimiento entre nifios pretérmino que
habian recibido varios ciclos de betametasona prenatal y nifios que no habian
recibido glucocorticoides prenatales. En cambio hay otros estudios en
humanos, que si han mostrado esta asociaciéon entre el tratamiento con
corticoides prenatales y la disminucion del peso al nacimiento®®**326-327,

Respecto a la evolucidn, en nuestro estudio hemos encontrado que en el
grupo control los parametros de peso corporal y longitud aumentaron con la
edad, lo que reflejaba un crecimiento normal de los animales.

En los grupos tratados con corticoides el perfil de crecimiento fue muy
similar pero los valores de peso corporal y longitud a los 14 dias fueron
inferiores respecto al grupo control, lo que podria indicar una inhibicion del
crecimiento debido a la accion de los corticoides.

Resultados similares a los encontrados en nuestro estudio han sido
mostrados en estudios experimentales en animales, donde se ha observado que
la exposicion a glucocorticoides prenatales restringia el crecimiento fetal por

una posible accion en la programacion del crecimiento postnatal**¢-%-32%329
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Schellenberg y cols.’*® en un estudio realizado en ratas a las que se les
habia administrado dexametasona prenatal, encontraron diferencias
significativas en los pesos corporales hasta el 15 dia postnatal, resultado que
coincide con nuestros hallazgos.

En humanos también se ha mostrado un deterioro en el crecimiento

309,327,330
327330 Kumar

somatico postnatal tras el tratamiento con esteroides prenatales
y Seshadri®® en un estudio realizado en nifios pretérmino, observaron que el
numero de nifios con un percentil de peso y perimetro cefalico inferior al
percentil 10 en el momento del alta, era significativamente mas elevado en el
grupo de nifios que habia recibido varios ciclos de corticoides prenatales.

Verhaeghe vy cols.””' han realizado un estudio en 91 recién nacidos
pretérmino que recibieron un ciclo de glucocorticoides prenatales y en 49
recién nacidos que no lo recibieron. Analizaron los valores de glucosa,
aminoacidos, acidos grasos libres, IGF-I e IGFBP-I en plasma obtenido de la
vena umbilical al nacimiento y observaron que los glucocorticoides prenatales
daban lugar a un catabolismo transitorio de todos los nutrientes y a una caida
transitoria en las concentraciones de IGF-I lo que podia explicar los efectos de
los glucocorticoides sobre la inhibicidn en el crecimiento.

Metabolismo

En este estudio, para el control del método, se ha considerado como
repercusion sobre el metabolismo de los animales, los cambios de su
temperatura corporal, el O, consumido y el CO; producido.

En el grupo control (sin glucocorticoides prenatales), se ha observado
un descenso de la temperatura en las ratas sometidas a hipoxia.

En numerosos trabajos en diferentes modelos de animales ha sido
constatado este descenso de la temperatura en situacion de hipoxia'®*'*!!2,

El origen de esta respuesta no estd aun aclarado. Hemingway y Birzis™~
propusieron que la hipoxia tenia efecto sobre los mecanismos cerebrales de la
termorregulacion que daba lugar a una disminucion regulada de la temperatura
corporal. La hipotesis de un reajuste central en la temperatura corporal ha sido
apoyada por estudios sobre el comportamiento que han mostrado que los
mamiferos expuestos a hipoxia eligen una temperatura ambiente fria. Otra

posibilidad para explicar la hipotermia en la hipoxia era la limitacion en la

disponibilidad de oxigeno para los tejidos como se ha observado en los
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mamiferos que hibernan donde existia una disminuciéon de la pO2 en los

.. 333 ., . . . ., .
tejidos . Esta hipotesis ha sido especialmente valorada en recién nacidos.

Esta respuesta de inhibicion de la termogénesis en la hipoxia fue

335
1

descrita como un mecanismo de defensa por Gautier’* y Frappell®®, que

observaron en ratas recién nacidas sometidas a hipoxia una caida en la

161 describi6 también la caida en la actividad de

temperatura corporal. Mortola
los mecanismos de termorregulacion, con un descenso en la temperatura
corporal, como un mecanismo de seguridad, que favorecia la supervivencia en

situaciones de hipoxia. Mortola®****’

también ha descrito que en situaciones de
hipoxia se alteraban los ritmos circadianos de variables como la temperatura
corporal y el metabolismo, ha descrito que en situaciones de hipoxia
prolongada las oscilaciones diarias estarian disminuidas, incluso en algunos
casos abolidas y que estas alteraciones del ritmo circadiano contribuian a los
sintomas descritos durante la hipoxia como el malestar, la fragmentacion del
suefio y la pérdida de apetito.

(13

En nuestro estudio hemos observado una tendencia al “no

hacinamiento” ya constatada en otros estudios' %%

, que reflejaria la intencion
de mantener la temperatura corporal por debajo de los valores que se daban en
situacion de normoxia, como una posibilidad de reajustar el punto idoneo de la
temperatura en situacion de hipoxia'®. También en nuestro estudio hemos
observado una importante disminucion de la actividad de las ratas expuestas a
hipoxia, que se podia interpretar como un intento de disminuir en lo posible el
gasto energético.

Todo esto podia indicar que el calentamiento artificial del recién nacido
hipéxico seria contraproducente como lo muestran también los estudios de
Pedraz y Mortola 312 sobre calentamiento durante la hipoxia en perros y gatos
donde observaron un incremento de los mecanismos contrarreguladores,
como la hiperpnea y la caida de las resistencias vasculares sistémicas, con una
redistribucion de la sangre hacia la circulacion periférica, poniendo en peligro
el mecanismo de defensa contra la hipoxia.

En nuestro estudio, tras la hipoxia se recuperaron las ratas con aire o
hiperoxia. En el grupo control, en ambas situaciones experimentales (“hipoxia
+ aire” e “hipoxia + hiperoxia”) se vio una tendencia de la temperatura a

normalizarse, aunque los valores siguieron siendo sensiblemente mas bajos que
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en situacién basal. No hubo diferencias entre la recuperacion con aire y la
realizada con hiperoxia. Probablemente persistian los efectos de la hipoxia a
pesar de la recuperacion y por eso se observo que, tanto en la recuperacion con
aire como en la recuperacion con hiperoxia, no se consiguié alcanzar, ni en
ningin momento superar la temperatura de los animales expuestos
exclusivamente a aire.

El patrén de respuesta en la temperatura ante la hipoxia y ante la
hipoxia recuperada con hiperoxia o aire, presentado por los animales que
habian recibido corticoides prenatales, fue diferente del de los animales del
grupo control siendo la diferencia de temperatura corporal de los animales que
habian recibido corticoides prenatales mucho menor. Por lo que los corticoides
tenian un efecto en la regulacion de la temperatura corporal.

Un estudio con resultados concordantes a los nuestros fue el realizado

por Clarke y cols.**®

en corderos pretérmino. Observaron un incremento de
temperatura en los animales que la madre habia recibido dexametasona,
alcanzando valores practicamente iguales a corderos a término; observaron
ademas que las variaciones de la temperatura en el tiempo eran menores
deduciendo que la estabilidad del centro termorregulador es mayor. También
encontraron un incremento en los niveles de hormonas tiroideas (que se ha
visto que estimulan el centro termorregulador) en plasma de los corderos
pretérmino que habian recibido dexametasona prenatal.

Otros parametros estudiados en nuestro estudio fueron el oxigeno
consumido y el CO, producido. Al no estar referidos estos datos al volumen
minuto de las ratas, no se puede asegurar que los valores de consumo de
oxigeno y produccion de CO, fueran los mismos. Sin embargo, hemos
considerado que los resultados obtenidos para estos dos pardmetros eran utiles
para valorar los cambios producidos en las diferentes situaciones
experimentales del estudio.

En todos los grupos se encontré una disminucion del consumo de
oxigeno y de la produccion de CO, durante la hipoxia.

Estos hallazgos ya habian sido constatados en otros trabajos en

diferentes modelos animales!®%31%339-342,

Se ha descrito que la respuesta
metabolica era ademas especialmente intensa en los mamiferos pequefios y en

. .1 339
los recién nacidos™".
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El origen de esta respuesta aun no ha sido aclarada. Matsuoka y
Mortola** estudiaron la intensidad del reflejo vagal de Hering- Breuer (reflejo
inhibitorio de la inspiracion cuando los pulmones se mantienen distendidos) en
ratas recién nacidas, y observaron que en hipoxia no se alteraba, e incluso se
incrementaba; al contrario de lo que ocurria en ratas adultas. Los autores
sefialaron que la posible menor quimiosensibilidad en animales jovenes, junto
con la reduccion del impulso metabolico durante la hipoxia, podian aumentar
la eficacia del reflejo vagal inhibitorio.

344 mostraron en ratas recién nacidas una menor

Cameron y cols.
variabilidad del patrén respiratorio en hipoxia.

La caida de la produccion metabodlica de CO2 que se observd en la
hipoxia podia inhibir la ventilacion. Apoyando esta idea, Mortola y Matsuoka
"observaron, en gatos recién nacidos, que en situacion de normocapnia
durante la hipoxia no se producia un aumento de la ventilacién pulmonar; sin
embargo, en gatos hipercapnicos, el mismo grado de hipoxia promovia una
polipnea tipo adulto.

En nuestro estudio, tras la hipoxia se recuperaron las ratas durante dos
horas con aire o hiperoxia. En todos los grupos en ambas situaciones
experimentales ( “hipoxia + aire” e hipoxia + hiperoxia”) se observo un
aumento del oxigeno consumido y del CO, producido respecto a la situacion
experimental de “hipoxia”.

En la hiperoxia aislada, estd descrito un incremento del metabolismo,
acompanado de un aumento del consumo de oxigeno, en animales recién
nacidos **° y en recién nacidos humanos™*.

En nuestro estudio, en el grupo control, no habia diferencias en el
aumento del oxigeno consumido en las situaciones experimentales de “hipoxia
mas hiperoxia” e “hipoxia + aire” e respecto a la situacion experimental “aire”.
Aunque las condiciones no eran comparables con las de los trabajos en los que
se valoraba unicamente la hiperoxia aislada.

Existe poca documentacion sobre la repercusion ventilatoria y
metabolica de la hipoxia seguida de recuperacion, bien con aire o con
hiperoxia. Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por Frappell y

335

cols.”™ que estudiaron el metabolismo de gatos recién nacidos durante

normoxia (10 minutos), hipoxia (30 minutos) y recuperacion con aire (30
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minutos) y hallaron un descenso del mismo durante la hipoxia. En Ia
recuperacion, no se produjo un incremento del metabolismo por encima de los
valores en normoxia, lo cual, segin interpretaron sus autores, indicaba que
existia una “deuda metabolica” tras la hipoxia.

En nuestro estudio en los animales que han recibido corticoides
prenatales hemos observado un incremento del oxigeno consumido en la
situacion de hipoxia mas hiperoxia, mayor que en el grupo control. Ya se ha
descrito que la hiperoxia producia un incremento del metabolismo®>>*.
Ademis en estudio realizado por Ervin y cols.*” en corderos recién nacidos
observaron que los animales que habian recibido glucocorticoides prenatales
tras someterlos a 20 minutos de hipoxia tenian una respuesta neuroendocrina y
endocrina incrementada con un aumento del cortisol y de las catecolaminas,
lo que podia explicar el aumento del metabolismo y el mayor consumo de
oxigeno que hemos encontrado en nuestro estudio.

VEGF pulmonar.

El desarrollo vascular se ha descrito como un proceso complejo con
implicacion de: diferenciacion celular, migracion, contactos célula a célula,
formacion de la via aérea, interacciones con la membrana basal y reclutamiento
de células de soporte. Aun se desconocen muchos de los mecanismos
implicados en estos procesos pero se han publicado muchos articulos que han
demostrado que las alteraciones del VEGF o sus receptores daban lugar a
anomalias vasculares letales para el embrién y el feto’”'*.

Hemos investigado la expresion pulmonar del VEGF durante el
desarrollo pulmonar en ratas recién nacidas, ya que parecia tener un papel
crucial en el desarrollo pulmonar y en el desarrollo de displasia

broncopulmonar®™®,

Hemos disefiado en un modelo experimental similar a la
situacion clinica del nifio prematuro como es la situacion de hipoxia aguda y
su posterior recuperacion en aire o hiperoxia en el momento del nacimiento.
Hemos de tener en cuenta que la maduracion postnatal de 2-15 dias desde el
nacimiento en ratas, corresponde a un intervalo de tiempo de varios meses en
humanos®*’.

También se ha valorado la interferencia de los glucocorticoides sobre

este factor de crecimiento, por la frecuencia, al menos prenatal, del uso de

glucocorticoides.
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Muchos estudios han demostrado que el VEGF tenia un papel
importante en la vasculogénesis pulmonar y que sus alteraciones podian

20101128212 1 s mecanismos

interrumpir el desarrollo pulmonar norma
reguladores del VEGF en el pulmoén en desarrollo atin no han sido aclarados.

En nuestro estudio, en ratas recién nacidas cuyos pulmones estaban en
fase sacular (0-4 dias) o en fase alveolar (4-14 dias), hemos encontrado
abundante expresion del VEGF en las células epiteliales de la via aérea, en las
células endoteliales y en las células intersticiales, lo que nos ha hecho pensar
en la importancia del VEGF en el desarrollo pulmonar. Hemos observado un
incremento de la expresion del VEGF en los animales estudiados a dia 4. Este
incremento del VEGF lo hemos interpretado como un fendomeno fisiologico
relativo a este periodo de desarrollo.

De acuerdo con nuestros resultados Ng YS’’, ha descrito que las
isoformas del VEGF: VEGF,9, VEGF ¢4 y VEGF g3 estaban presentes en las
células alveolares tipo II en el pulmon en desarrollo del ratén, y su méxima
expresion sucedia durante la fase canalicular, cuando ocurria el mayor
crecimiento vascular en el pulmoén, después descendian hasta el dia 10
postnatal cuando alcanzaban niveles que se mantenian en la vida adulta. Lassus
y cols.”” encontraron una mayor concentracién de VEGF en aspirado traqueal
al nacimiento y en los primeros 10 dias de vida en nifios pretérmino, que en
nifios que nacen a término y D’Angio y cols.”® observaron que la expresion
del VEGF se triplico en el aspirado traqueal de nifios pretérmino entre los dias
1 y 3 después del nacimiento y ademas se correlacionaba con la menor edad de
gestacion. En este mismo sentido Levy y cols.’® encontraron en pulmoén fetal
humano que la expresion de VEGF era mayor en las fases canalicular y sacular
con un descenso en la fase alveolar.

Efecto de la hipoxia sobre el VEGF.

En nuestro estudio hemos encontrado un incremento de la expresion
proteica del VEGF en la situacion experimental de hipoxia respecto a la
situacion experimental aire en el grupo control. De acuerdo con este resultado
existen muchos estudios donde se ha mostrado que la hipoxia era un inductor
del VEGF2:2:41825.71

Esta accion estaria mediada por el factor 1 inducible por la hipoxia

(HIE-1)*" y por el HLF (“hypoxia like factor”)*’. Los estudios de Lee YM y
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17y FA Groenman y cols.”® han descrito que la expresion del VEGF y del

cols.
HIF estaba incrementada en situaciones de hipoxia durante la embriogénesis
apoyando la teoria de que la hipoxia en la embriogénesis actuaba como
inductor de la angiogénesis y vasculogénesis.

En estudios in vitro también se ha observado un incremento en la
produccion de ARNm del VEGF tras la exposicion a la hipoxia'®!* 191!,

En nuestro estudio se ha encontrado incrementada la expresion proteica
del VEGF en la situacion de hipoxia respecto a la situacion aire en el grupo
control pero no se han encontrado diferencias significativas en la expresion del
ARNm del VEGF. Este hecho concuerda con los resultados obtenidos por

Abraham y cols.**®

en biopsias de injertos de pulmén donde observaron un
incremento en la expresion de proteina de VEGF-A pero no del ARNm
sugiriendo que la expresion del VEGF durante la isquemia pulmonar seria
regulada, al menos en parte, a nivel postranscripcional. Se ha descrito que la

hipoxia puede promover la estabilizacion de ARNm'®!**!17

aunque a un ritmo
diferentes respecto a la estabilizacion proteica. Esta accion de la hipoxia
también ha sido descrita por Waltenberger® y cols que observaron que la
hipoxia producia un incremento de la estabilidad del ARNm del VEGFR-2.

Sin embargo los mecanismos de regulacion del VEGF aun no han sido
totalmente dilucidados, y posiblemente existan muchos maés factores que
actien ademas de la hipoxia. Los resultados publicados sobre la regulacion del
VEGF en enfermedades con hipoxia cronica son controvertidos'® % El
estudio realizado por Oltmanns y cols.*®' en adultos sanos sometidos a hipoxia
aguda observaron un descenso en los niveles de VEGF en plasma comparados
con los controles en condiciones de normoxia.

En el grupo que recibi6 dexametasona prenatal, en la situacion
experimental de hipoxia, la inmunotincion del VEGF también era mayor
respecto a la situacion aire del grupo que recibid dexametasona prenatal
(Fig.29) (Tabla 13) hecho que hemos interpretado como efecto de la hipoxia
sobre el VEGF.

En cambio hemos observado una menor expresion del VEGF en el
grupo dexametasona con hipoxia respecto al grupo control hipoxia . Pensamos

que si bien hay un efecto de induccion del VEGF por la hipoxia, la

dexametasona prenatal podia inhibirlo parcialmente.
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Existen pocos trabajos que determinen las interrelaciones moleculares y
de sefializacion de estos dos importantes estimulos (hipoxia y dexametasona).

2 en cultivos celulares de células de musculo liso

Klekamp y cols.”
vascular pulmonar ovinas, expuestas a dexametasona concomitantemente con
hipoxia, observaron que la dexametasona reducia el efecto inductor de la
hipoxia sobre el ARNm del VEGF con un efecto dosis dependiente. Segun
estos autores se producia por un bloqueo de la transcripcion, ya que la
dexametasona bloqueaba la transcripcion mediada por AP-1. Por otro lado se
ha mostrado que el promotor de VEGF tiene potenciales sitios de union para

1’3, En este sentido Acarregui y cols."” han

factores de transcripcion AP-
mostrado en estudios in vitro en pulmoén fetal humano que la dexametasona
reducia la induccién del VEGF por la hipoxia. Fischer y cols.>>* en estudio in
vitro en células endoteliales de cerebro también observaron que la
dexametasona disminuia la expresion del VEGF inducida por al hipoxia.

Leonard y cols.>

en un estudio in vitro de células epiteliales humanas de
tabulo proximal, mostraron una inhibicion mediada por los corticoides de la
induccion de la expresion del VEGF realizada por la hipoxia, sin embargo no
observaron diferencias en la regulacién del dominio de uniéon al ADN HIF-1
por la dexametasona con la exposicion a hipoxia previa, lo que indicaba que el
mecanismo de inhibicién de la expresion de VEGF mediado por corticoides en
hipoxia no era debido a alteraciones en el HIF-1.

En el grupo que recibi6 betametasona prenatal la inmunotincion del
VEGEF era significativamente mayor en la situacion experimental de hipoxia
comparada con la situacion experimental aire del grupo que recibid
betametasona. No hubo diferencias significativas en la expresion del ARNm
del VEGEF entre esos mismos subgrupos.

No se observaron diferencias significativas en la expresion del VEGF
entre el grupo betametasona sometido a hipoxia respecto a su homologo del
grupo control ni respecto a la situacion aire del grupo control

Este resultado se puede interpretar como que la betametasona no tiene
el efecto de inhibicion de la induccion del VEGF por la hipoxia que se ha visto
en la dexametasona, no existen trabajos publicados estudiando el efecto

concomitante de la betametasona y la hipoxia sobre el VEGF.
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Efecto de la hiperoxia sobre el VEGF.

En este estudio, en el grupo control, hemos encontrado una expresion
menor del VEGF en los animales que se habian recuperado con hiperoxia tras
haber sido expuestos a hipoxia, respecto a los animales que se habian
recuperado en aire, este resultado se observo en los animales de los dias 0, 4y
14.

Investigaciones previas han descrito los efectos de la hiperoxia en la
expresion pulmonar del VEGF. Muchos estudios son concordantes con
nuestros resultados, Watkins y cols.”® y Maniscalco y cols.*'? observaron un
descenso en la expresion del VEGF pulmonar en conejos recién nacidos tras
exponerlos a hiperoxia. Maniscalco y cols. (Maniscalco 2001), en estudio
realizado en monos pretérmino con ventilacion mecanica, mostraron un mayor
descenso del VEGF en los animales que habian recibido mas FiO2. Hosford y
cols.” observaron la disminucion del VEGF en el pulmén de ratas recién
nacidas expuestas a hiperoxia desde el dia 4 al dia 14. Wagenaar y cols.?"
observaron un descenso en la expresion genética del VEGF, en pulmones de
ratas pretérmino expuestas a hiperoxia durante la fase sacular del desarrollo
pulmonar. Zimové y cols.*'” encontraron en un estudio realizado en ratones
recién nacidos que la expresion del VEGF-A pulmonar era menor en los
animales expuestos a FiO2 de 0,8 respecto a los animales expuestos a FiO2 de
0,21.

212y Watkins y cols.?,

En sus experimentos, Maniscalco y cols.
describieron que la produccion de VEGF pulmonar regresaba a valores
normales, en conejos de Nueva Zelanda expuestos a hiperoxia (FiO2 de 1),
después de haber sido recuperados durante 3 dias reduciendo el nivel de Fi02 a
0,6. A diferencia de nuestro estudio donde la expresion del VEGF ha
permanecido disminuida tras la recuperacion de los animales con FiO2 de 0,21.
Estos hallazgos discordantes se pueden explicar, porque se han empleado
distintas especies, nuestro estudio se realizd en ratas recién nacidas cuyos
pulmones al nacimiento estan en fase sacular iniciando la alveolizacion el dia
4 postnatal9 y los estudios de Watkins y Maniscalco fueron realizados en
conejos en los que la alveolizacion se iniciaba previa al nacimiento, habiéndose

descrito que el dafo pulmonar estaba relacionado con el grado de maduracion

pulmonar alcanzado en el momento de la exposicion al agente nocivo' y que el
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efecto de la hiperoxia en el pulmén postnatal podia variar dependiendo de la
especie utilizada®'®. La regulacion del VEGF en el pulmon seria diferente
dependiendo de la fase de desarrollo pulmonar cuando se produce la
exposicion a hiperoxia.

Ademads, en nuestro estudio los animales habian sido expuestos a
hipoxia previamente a la exposicion a hiperoxia; se ha descrito que la
exposicion a la hipoxia precoz predisponia a una respuesta aumentada ante
cualquier dafio posterior lo que daria lugar a cambios patologicos a largo
plazo'. Saugstad® y Wolkoff*” describieron que la reoxigenacion tras la
hipoxia generaria un aumento de radicales libres de oxigeno que no podian
neutralizar las defensas antioxidantes y que darian lugar a lesiones en las
estructuras celulares. Recientemente Yee y cols.””’ han observado, en un
modelo de raton, que existia un 70% menos de células tipo II en el periodo de
recuperacion cuando la hiperoxia ocurria en el periodo postnatal, en este
mismo estudio hallaron que las células tipo II estaban completamente
recuperadas a los 7 dias cuando el dafio por hiperoxia sucedia en el raton
adulto. Los neumocitos tipo II se han considerado como la fuente principal de
VEGF"® lo que apoyaria el hallazgo de un descenso permanente del VEGF.

Ekekezie y cols.”®® en un estudio realizado en cerdos recién nacidos
observaron una disminucién en la expresion del ARNm del VEGF y de la
proteina VEGF tras la exposicion a hiperoxia con incremento de los niveles de
ARNm del VEGF tras la recuperacion, sin embargo la proteina permanecia
disminuida. Esto indicaria un bloqueo en la translacion del VEGF y por tanto
en su produccién. Bucher y Roberts®>’ mostraron que la exposicion a hiperoxia
absoluta a ratas recién nacidas detenia la septacién y no se iniciaba cuando se
recuperaba a los animales con FiO2 de 0,21. Uno de los posibles factores
implicados seria el dafio del VEGF'®.

En nuestro estudio hemos observado la inhibicion permanente del
VEGEF (hasta el dia 14 de vida) con hiperoxia aguda (2 horas) en el momento
del nacimiento, en otros estudios de nuestro grupo se ha encontrado disminuida
la septacion de forma permanente tras el mismo tiempo de hiperoxia

250,279-281

aguda . También Perkett y Klekamp *'> han observado descenso del

VEGEF en ratas recién nacidas tras haber sido expuestas a hiperoxia aguda.
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también han mostrado que la exposicion a
hiperoxia era la causa de la detencion del crecimiento pulmonar con una
menor alveolizacion y densidad vascular y que estos cambios en la estructura
pulmonar se mantenian a pesar de la recuperacion en aire ambiente. Thébaud y
cols.” realizaron un estudio en ratas recién nacidas, los animales de un grupo
fueron expuestos a hiperoxia (Fi02 0,95) desde el dia 0 al 14 postnatal y los
del otro grupo expuestos a normoxia (Fi02 0,21), observaron un descenso en el
numero de vasos pulmonares y un dano en la alveolizacién, que fue
permanente, en las ratas expuestas a hiperoxia; asociaron estos hechos con el
descenso del VEGF que observaron en este grupo.

Yuh-Jyn y cols.'”

observaron que la hiperoxia regulaba negativamente
la expresion del VEGF a pesar de la recuperacion en aire, sugiriendo que las
reducciones del VEGF podian limitar el crecimiento pulmonar durante el
periodo de recuperacion. También encontraron que la expresion pulmonar del
VEGFR-2 y de la NO sintetasa estaban reducidas durante la hiperoxia neonatal
pero sin embargo la expresion de estas moléculas regresaban a valores
normales durante el periodo de recuperacion después de la hiperoxia. En estos
estudios observaron que el tratamiento con NO tras la hiperoxia mejoraba la
alveolizacion, por lo que sugirieron que los efectos de la hiperoxia en el
crecimiento pulmonar podian deberse en parte al dafio en la via de sefializacion
VEGF-NO y que el tratamiento con NO podia mejorar el crecimiento
pulmonar. Schreiber y cols.””® han descrito una reduccién en la incidencia de
displasia broncopulmonar en nifios prematuros tratados con NO. Kunig y cols.?
observaron que la hiperoxia neonatal reducia el ARNm de VEGF en el pulmén
y su expresion proteica. Ademds mostraron que el tratamiento con thVEGF
durante la recuperacion de la hiperoxia mejoraba la arquitectura pulmonar con
incremento en la septacion, en la superficie aérea y en la densidad vascular,
soportando la hipdtesis que el VEGF regulaba la angiogénesis y el crecimiento
pulmonar y que la inhibicién de la alveolizaciéon secundaria a la hiperoxia
neonatal seria debida a la detencion en la senalizacion del VEGF, que persistia
después de la recuperacion en aire.

En cambio, como ya hemos descrito, Maniscalco y cols.”'*?! y

Watkins y cols.”® encontraron que tras la exposicion a hiperoxia se producia un

descenso en el ARNm de VEGF y en la expresion proteica del VEGF, pero que
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estos valores se incrementaban durante la recuperacion de la hiperoxia
sugiriendo que el VEGF jugaba un papel importante en la reparacion de
endotelio después del dafio oxidativo. Ademas se ha sugerido que el VEGF era
necesario para la supervivencia de las células endoteliales, sobre todo en
condiciones de hiperoxia®®***’,

En nuestro estudio, a dia 4 en el grupo control, hemos observado que la
expresion del VEGF era significativamente menor en la situacion experimental
“hipoxia + aire” respecto a la situacion experimental “aire”.

Se podia explicar este hallazgo por el hecho que el desarrollo pulmonar

tiene lugar en el dtero en hipoxia relativa'® *®

, siendo la hipoxia el mayor
inductor de la expresion del VEGF **° y una exposiciéon de un pulmén en
desarrollo a niveles de FiO2 mayores como seria la Fi02 de 0,21 podia reducir
la expresion del VEGF”. Se ha descrito que el nacimiento pretérmino en aire
ambiente (FiO2 0,21), producia una hiperoxia relativa, podia interferir con el
desarrollo vascular normal*® e interrumpiria la alveolizacion *¢'~%%.

En cambio no hemos encontrado estos resultados a dia 0 pudiéndose
explicar porque los animales eran sacrificados inmediatamente tras la
recuperacion en aire y predominaria el efecto de la hipoxia a la que habian
sido sometidos previamente. El antecedente de la exposicién a la hipoxia
previa, también se daba en el grupo de animales de la situacion experimental
“hipoxia + hiperoxia” y observamos un descenso del VEGF como hemos
descrito anteriormente; se ha descrito que el efecto de la hiperoxia en el
pulmén postnatal dependia del grado de hiperoxia'**'. Esto también explicaria
el porqué a dia 14 no se han encontrado diferencias significativas en la
expresion del VEGF en el grupo control, entre la situacion experimental “aire”
e “hipoxia + aire” y si se han encontrado, como ya hemos descrito
anteriormente, entre la situacion experimental “aire” e “hipoxia + hiperoxia”
donde la Fi02 administrada fue de 1.

En el grupo que habia recibido dexametasona prenatal, en los dias 4 y
14 la expresion del VEGF era significativamente menor en el subgrupo que
habia sido recuperado en hiperoxia tras su exposicion a hipoxia respecto al
subgrupo que habia sido recuperado en aire tras su exposicion a hipoxia.

También era menor la expresion del VEGF en la situacion experimental

“hipoxia + hiperoxia” respecto la situacion experimental “aire” los dias 4 y 14.
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En el estudio realizado por Ozaki y cols.’® valoraron la respuesta del
VEGF en retina de conejos recién nacidos tras tratamiento con dexametasona,
exposicion a hiperoxia con FiO2 0,8-1 durante 4 dias y exposicion a hiperoxia
con posterior recuperacion en aire durante 5 dias. Observaron que el ARNm
del VEGF estaba disminuido después de hiperoxia y recuperacion en aire en
los animales que habian recibido dexametasona, respecto a animales que
habian recibido dexametasona y estaban en aire ambiente, en cambio no
observaron diferencias en los animales que eran sacrificados inmediatamente
después de la hiperoxia. En nuestro estudio también encontramos descenso en
la expresion del VEGF en los animales que tras la hiperoxia se habian
mantenido en aire, lo que sugiere que la respuesta a la hiperoxia puede ser
tiempo dependiente. Pogach y cols.’®* observaron que el VEGF en pulmén de
raton adulto estaba incrementado inmediatamente tras la hiperoxia pero
descendia significativamente los dias 1 a 5 después de la recuperacion en aire.

Ademas, en el dia 4 de nuestro estudio hemos encontrado una menor
expresion del VEGF en las situaciones experimentales de “hipoxia + aire” e
“hipoxia + hiperoxia” en el grupo que habia recibido dexametasona prenatal
respecto al grupo control en la situacion experimental “aire”.

Ya se ha descrito previamente que la exposicion a FiO2 de 0,21 en el
momento del nacimiento se podia considerar una situacion de hiperoxia
relativa. Nuestros resultados son concordantes con otros estudios donde se ha

descrito que la hiperoxia y la dexametasona disminuyen la expresion del

195,292,293,363,365 365
VEGEF 777577757,

Edelman y cols. utilizaron un modelo de
neovascularizacion corneal inducida por cauterizacion en cornea de rata,
observaron que tras la cauterizacion existia un incremento del ARNm del
VEGF y de la proteina producido por los leucocitos y macrofagos adyacentes
a la lesion, era un modelo donde se producian ademas zonas de hipoxicas
alrededor de la lesion por cauterizacion y la hipoxia podia inducir la expresion
del VEGF. Estos autores observaron que el tratamiento con dexametasona o
con hiperoxia sistémica inhibia el incremento de VEGF y que el tratamiento
combinado con ambos, dexametasona e hiperoxia, tenian un efecto aditivo.
Los resultados en la expresion del VEGF del grupo que habia sido

tratado con betametasona prenatal en la situacion experimental de “hipoxia +

hiperoxia” son diferentes en funcion del dia de estudio. En el dia 0 se encontrd
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una mayor inmunotincion del VEGF con diferencias significativas respecto a la
situaciéon experimental “aire”. Como se ha descrito anteriormente la
betametasona no inhibiria la induccion del VEGF por la hipoxia, los animales
antes de ser expuestos a hiperoxia habian sido expuestos a hipoxia y
posteriormente sacrificados inmediatamente por lo que en este incremento

podia influir la hipoxia que daria lugar a un ARNm mas estable®*!?%!9734%

, €sto
lo apoyaria también el hecho de haber encontrado una inmunotinciéon del
VEGF similar en las situaciones experimentales de “hipoxia” e ‘“hipoxia +
aire”.

En el dia 0 hemos encontrado que la expresion del ARNm del VEGF
era mayor en la situacion experimental “hipoxia + hiperoxia” respecto a las
situaciones experimentales de “hipoxia” e “hipoxia + aire”. En el estudio
realizado por Pogach y cols.*®* encontraron en pulmén de ratén adulto que el
ARNm del VEGF se triplico tras ser analizado inmediatamente a la exposicion
a la hiperoxia y Watkins y cols.”® encontraron un incremento durante la
hiperoxia de VEGF 45 y VEGF5; que tras la recuperacion en aire disminuian.
En nuestro estudio, en los animales que habian recibido betametasona prenatal
y habian sido expuestos a hipoxia y recuperados en hiperoxia aparecia
amplificada una isoforma del VEGF, VEGF,ys (fig 19) que no se ha visto
amplificada en este grupo (betametasona prenatal) en las otras situaciones
experimentales de “hipoxia” e “hipoxia mas aire”. Este hecho también podia
explicar la diferencia encontrada en la expresion de ARNm del VEGF en estas
situaciones experimentales y la expresion de la proteina (inmunotincion). El
anticuerpo que hemos utilizado para realizar la inmunohistoquimica del VEGF
(sc-152 Santa Cruz Biotech, Santa Cruz) no detectaria esta isoforma (VEGF;
) ya que esta recomendado para la deteccion de las isoformas con 121, 165 y
189 aminodacidos, lo que explicaria el que no hayamos encontrado diferencias
significativas en la expresion de la proteina. La isoforma 206 se ha visto que
era expresada  so6lo en pocos tipos celulares y parece tener poca
actividad®®****?7 fue detectada en pulmon de rata por Burchardt T y cols.*®,
No hemos encontrado publicaciones sobre la accion de la betametasona ni
sobre la accion de la hiperoxia sobre esta isoforma.

En el dia 4 no hemos obtenido diferencias en la expresion del VEGF en

el grupo que habia recibido betametasona prenatal entre la situacion

134



experimental “hipoxia + hiperoxia” respecto a las situaciones experimentales
“aire” e “hipoxia + aire”. Chandrasekar y cols.*® han encontrado que la
betametasona reducia el estrés oxidativo y mejoraba la respuesta de las arterias
pulmonares a vasodilatadores, en corderos con hipertension pulmonar,
observaron que su accion incrementaba los niveles de eNOS y de MnSOD. De
nuestros resultados se podria deducir que la accidon negativa de la hiperoxia
sobre el VEGF podria verse disminuida por la accion de la betametasona.

En el dia 14 habia una menor expresiéon del VEGF en el grupo que
habia recibido betametasona prenatal en las situaciones experimentales de
“hipoxia + hiperoxia” e “hipoxia + aire” respecto a la situacién experimental
“aire”. La exposicion a hiperoxia produciria un dafio en la

12:220250279-281 o1 multiples alteraciones moleculares'*?!%?%°

alveolizacion
este descenso en el numero de alveolos daria lugar a un descenso en la
expresion del VEGF.

Los mecanismos por los que la hiperoxia disminuia la expresién del
VEGF se han relacionado con la disminucion del HLF **"*'%_ Se ha descrito
también que el p53, estaba incrementado en situaciones de hiperoxia por la

104218 'y esta alteracion

accion de las especies reactivas de oxigeno en el ADN
inhibiria la expresion del VEGF'™*.

El descenso permanente del VEGF que hemos observado tras la
exposicion a hiperoxia, de un pulmoén inmaduro como es el de la rata recién
nacida, podia estar implicado en el desarrollo de displasia broncopulmonar. En
un estudio realizado por Balasubramaniam'® observaron que la hiperoxia en el
periodo neonatal producia un descenso en la expresion del VEGF que
contribuia a su vez a un mayor dafio producido por la hiperoxia en los vasos
pulmonares y en la alveolizacion  pudiendo dar lugar a displasia
broncopulmomar.

Debido a la importancia que se ha visto que tiene el VEGF durante el
desarrollo pulmonar se ha creado una teoria vascular de la displasia
broncopulmonar y se han descrito que alteraciones en la expresion o
sefializacion del VEGF durante la etapa fetal y perinatal daban lugar a displasia
broncopulmonar'*'%%!2,

En estudios experimentales en animales se ha observado que la

inhibicion del VEGF daria lugar a cambios histoldgicos similares a los de
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displasia broncopulmonar . En estudios en humanos Bhatt y cols.'*

observaron un descenso del VEGF pulmonar en autopsias de nifios con

2395 en sus estudios en nifios con

displasia broncopulmonar y Lassus y cols.
displasia broncopulmonar encontraron un descenso del VEGF en el aspirado
traqueal de estos nifios respecto a los que no tenian displasia. Nos parece
interesante comentar el estudio de Ambalavanam y Novak'*? en el que
determinaban el VEGF en el aspirado traqueal de nifios pretérmino con
ventilacion mecanica las primeras 24 horas de vida y observaron que los
niveles encontrados de VEGF eran menores en los nifios que posteriormente
desarrollaban displasia broncopulmonar respecto a los que no la desarrollaban.

311y Thébaud y cols.” en sus estudios experimentales

Kunig y cols.
realizaron, tratamiento con VEGF recombinante humano en ratas recién
nacidas expuestas a hiperoxia y observaron que con este tratamiento se
producia un mayor crecimiento vascular y una mejor alveolizacién. Sin
embargo en otros estudios experimentales se ha mostrado que el tratamiento
con VEGF recombinante producia una red vascular y una via aérea
anomalas'*.

Corticoides prenatales: Dexametasona. Betametasona

Expondremos primero la discusion de los resultados obtenidos con la
administracion prenatal de dexametasona, posteriormente la de la betametasona
y por ultimo compararemos ambos glucocorticoides.

Dexametasona.

En nuestro estudio la expresion del VEGF pulmonar era menor en los
animales experimentales de los dias 0 y 4 que habian recibido dexametasona
prenatal comparada con la expresion del VEGF pulmonar obtenida en los
animales del grupo control.

De acuerdo con los hallazgos que hemos encontrado en nuestro estudio,
diferentes estudios in vitro han mostrado que la dexametasona inhibia la

expresion del VEGF en distintas lineas celulares®?>2%? 292307370,

293 . , , ) )
en cultivos de células de musculo liso de arterias

Nauck y cols.
pulmonares humanas, observaron que tras administrar dexametasona la
expresion del VEGF estaba disminuida. En este mismo estudio observaron que

el PDGF inducia la transcripcion y la secrecion del VEGF y que la
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dexametasona inhibia la transcripcion del gen VEGF inducida por el PDGF asi
como la secrecion de la proteina VEGF dependiente de PDGF.

En otro de los estudios realizados por estos mismos autores> =
realizado en fibroblastos de pulmén humano observaron resultados similares
donde el VEGF estaba disminuido tras administrar dexametasona. También en
estas células la induccion de la expresion del VEGF estaba mediada por el
PDGF y por PAF y en la presencia de dexametasona estaba inhibida la
induccion del VEGF por estos mediadores.

También Finkenzeller y cols.’”® en cultivos de fibroblastos, mostraron
que la dexametasona bloqueaba la activacion transcripcional del gen del VEGF
inhibiendo el activador transcripcional AP 1. En la inhibicioén de la accion del
VEGF estaria también implicada una reducida transcripcion del gen del VEGF
a través de la interaccion del receptor de glucocorticoides activado con el
promotor del VEGF™, y/o de forma indirecta a través de otros
factores292-293.295.296,307

Gille y cols.*®” observaron en cultivo de queratinocitos que la expresion
del VEGF estaba disminuida cuando se administraba dexametasona,
observaron que esta respuesta podia estar mediada por el descenso del TGF-a
y HGF , que son factores inductores del VEGF; ademas observaron que la
estabilidad del ARNm del VEGF estaba disminuida cuando se administraba
dexametasona.

Li YHy cols.*” en un estudio in vitro mostraron que el Ureaplasma
urealyticum estimulaba la produccion VEGF por parte de los macrofagos
humanos y observaron que este efecto se atenuaba al anadir dexametasona.

En un estudio reciente, Tanabe y cols.””

también han mostrado que la
expresion del VEGF estaba disminuida en células derivadas de musculo liso
de aorta de ratas fetales tras la administracion de dexametasona, en este estudio
observaron que la accion podia ser en parte por la inhibicion de la induccion
del TGF-B sobre la expresion del gen VEGF.

Se han descrito discrepancias sobre los efectos de la dexametasona en
la expresion del VEGF.

En concordancia con nuestros resultados existen varios estudios
realizados in vivo donde se ha observado un descenso del VEGF tras la

290,296

administraciéon de dexametasona . Vento G y cols.?” realizaron un estudio
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en nifios pretérmino < 32 semanas de edad de gestacion. Compararon la
expresion del VEGF y de otros factores de crecimiento en aspirado traqueal de
niflos que habian recibido tratamiento con dexametasona y nifios control sin
tratamiento y observaron que la administraciéon de dexametasona reducia los
niveles de FGF , de TGF-p y de VEGF. Observaron que el descenso de TGF-f3
estaba relacionado con el descenso de VEGF pudiendo ser un posible
mecanismo de accidn, ya que el TGF-B tiene un efecto inductor de la expresion
del VEGF. La reduccion del VEGF que se ha observado en estos estudios se
ha asociado al dafio producido en la reparacion microvascular pero también se
ha demostrado que los neutrofilos activados humanos también expresan este
mediador’”® y por tanto su produccion podia ser central en la fase de respuesta
aguda al dafio pulmonar con efecto quimiotactico sobre otros leucocitos. En
este caso serfa interpretado como positivo el efecto de la dexametasona™.

Otro de los estudios que han mostrado una reduccion del VEGF tras
administrar dexametasona, igual que los resultados obtenidos en nuestro

2% en ratas, donde observaron

estudio, ha sido el realizado por Hewitt y cols.
que la expresion de ARNm del VEGF estaba disminuida en las placentas de
ratas gestantes tratadas con dexametasona desde el dia 13 al 22. Observaron
ademas que el tratamiento con dexametasona suprimia el normal incremento
en la densidad capilar fetal en el tercio final de la gestacion, sugiriendo que la
causa seria que el tratamiento con dexametasona impedia el incremento normal
en el ARNm del VEGF que se debia dar al final de la gestacion.

2395297 en varios de sus estudios no han

En cambio Lassus y cols.
encontrado diferencias significativas en la expresion del VEGF en el aspirado
traqueal entre nifios pretérmino que habian sido tratados con dexametasona
prenatal o postnatal y nifios pretérmino que no habian recibido tratamiento con
dexametasona. Estos mismos autores™ en otra de sus investigaciones, sin
embargo, si han encontrado que el tratamiento con dexametasona prenatal o
postnatal precoz inhibia la expresion del HGF en el aspirado traqueal de nifios
pretérmino. Se ha descrito que el HGF como uno de los factores implicados en
la induccion del gen del VEGF®.

En sentido contrario a los resultados obtenidos en nuestro estudio,

existen investigaciones donde se ha encontrado un incremento en la expresion

del VEGF tras el tratamiento con dexametasona. Bhatt y cols.?’ observaron que
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el ARNm del VEGF pulmonar estaba incrementado en ratones que habian
recibido dexametasona de los dias 6 a 9 postnatales, observaron que el HLF- a
estaba incrementado y que podia ser el posible mecanismo de la disminucion
del VEGF, en cambio no encontraron diferencias en la expresion de la proteina
entre el grupo tratado con dexametasona y el grupo control. También Acarregui
y cols.” encontraron un incremento del ARNm del VEGF en pulmén fetal
humano cuando la dexametasona se administraba en el segundo trimestre de
gestacion y D’Angio y cols. **° realizaron un estudio en nifios pretérmino
menores de 34 semanas de edad de gestacion a los que les administraron
dexametasona a las 12 y 24 horas de vida y analizaron el VEGF en el lavado
pulmonar los dias 1, 3, 7 y 28 de vida, encontraron un incremento del VEGF el
dia 7 en los nifios que habian recibido tratamiento con dexametasona aunque el
dia 28 ya no encontraron diferencias y tampoco encontraron asociacion con los
niveles del VEGF y el desarrollo de displasia broncopulmonar.

Las discrepancias en los efectos de la dexametasona sobre la expresion
de VEGF podia ser debido a las diferencias en los sistemas estudiados (tejido
total versus cultivos celulares) o a la posibilidad del efecto de la dexametasona
en la diferenciacion de células tipo II que daria lugar a un incremento relativo
del ARNm del VEGF". También el efecto de los glucocorticoides podia ser

28 Se han visto ademas diferencias en la maduracion

dosis dependiente
pulmonar entre las distintas especies, asi se ha observado que la dexametasona
inhibia la septacion en ratas (con alveolizacion postnatal) recién

nacidasl2,250,276,279—281

y por otro lado estudios en conejos (alveolizacion
prenatal) recién nacidos han descrito que no hay diferencia en la estructura
pulmonar después de la administracion de dexametasona >"".

En el dia 14 de nuestro estudio, hemos encontrado una mayor expresion
del VEGF en el grupo que ha recibido dexametasona prenatal respecto al
grupo control.

En un estudio experimental realizado en ratas que fueron tratadas con
altas dosis de dexametasona precozmente al nacer describieron una maduracion
microvascular precoz y una inhibicion de la alveolizacion. Al retirar la droga,
se observo un retroceso en la maduracion pulmonar y a la edad de 10 dias los

pulmones de los animales tratados mostraban mas septos inmaduros que los

controles. Todo esto ha sugerido una alta plasticidad del lecho vascular
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pulmonar y su capacidad para regresar a un estado mas inmaduro®®>. Nosotros
pensamos que este hecho explicaria el incremento del VEGF observado en el
grupo de dexametasona en los animales de 14 dias de vida, respecto a su grupo
control. Ademas se ha descrito que la expresion del VEGF seria mayor cuando
ocurre el mayor desarrollo vascular en el pulmén®*.

Betametasona

En nuestro estudio hemos observado una mayor expresion del VEGF
en el grupo que ha recibido betametasona prenatal respecto el grupo control en
todos los dias de estudio (0, 4 y 14 dias postnatal).

Roubliova y cols.** han realizado un estudio en el que se han incluido
112 fetos de conejo. Las madres recibieron 0,05 6 0,1 mg/Kg/dia de
betametasona los dias 25 y 26 de gestacion, al grupo control se le administrd
salino, estudiaron la expresion del VEGF pulmonar y observaron que estaba
incrementada en células endoteliales, células epiteliales y células de musculo
liso; siendo resultados similares a los encontrados en nuestro estudio.
Observaron ademés que este efecto era dosis dependiente existiendo un
incremento mayor en el grupo que se habia empleado mayor dosis de
betametasona prenatal.

Aunque hemos encontrado pocos estudios en la literatura sobre el
efecto de la betametasona y el VEGF, en un estudio realizado por Aida y

374
cols.”’

se ha mostrado que el VEGF estimularia la expresion del receptor de
glucocorticoides, aunque posiblemente con una menor funcion.

De nuestros resultados se podria deducir que la betametasona tendria un
efecto positivo en la expresion del VEGF, la relacion entre la betametasona
prenatal y el VEGF es importante por el papel que parece jugar el VEGF en el
desarrollo pulmonar y por la posibilidad que la betametasona prenatal podria
prevenir el desarrollo de displasia broncopulmonar.

Dexametasona vs betametasona.

En nuestro estudio hemos encontrado que la expresion del VEGF (tanto
de la expresion proteica como del ARNm pulmonar) era mayor en el grupo que

habia recibido betametasona prenatal comparado con el grupo que ha recibido

dexametasona prenatal en los tres dias del estudio (0, 4 y 14 dias).
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Tanto la betametasona como la dexametasona han sido recomendadas
para su uso en mujeres gestantes con riesgo de parto pretérmino (NIH 1995)
1y atn no se ha dado una recomendacion para la eleccion de una sobre otra.

Se ha descrito que ambos glucocorticoides, betametasona y
dexametasona, atravesaban la placenta y no se inactivaban por los enzimas
placentarios®®. Se ha descrito, como tnica diferencia estructural entre las dos
moléculas la orientacion del grupo metilo en posicion 16 y parece ser que esa
pequefia diferencia tendria importantes consecuencias y seria la responsable de
las diferentes acciones.. Los efectos biologicos y clinicos de Ia
fotoisomerizacion de la molécula de la bilirrubina podian servirnos para ilustrar
de cémo un cambio en la orientacion alteraria un efecto biologico’”.

Existen estudios, sobre todo a nivel de desarrollo neurologico, que
muestran distintos efectos bioldgicos de ambas moléculas.

Rayburn y cols.”’® compararon el efecto de una dosis unica de
betametasona 0,1 mg/Kg, dexametasona 0,1 mg/Kg o placebo administrado a
ratas gestantes. Cuando las crias fueron maduras, el grupo tratado con
betametasona mostré una mejor memoria comparado con el grupo placebo, y
el grupo tratado con dexametasona mostré un descenso de memoria.

En estudio in vitro en timocitos, Buttgereit y cols.”’"®

observaron que
los distintos glucocorticoides, entre ellos la betametasona y la dexametasona
diferian en la potencia de sus efectos gendmicos y no gendmicos. Encontraron
que la dexametasona era cinco veces mas potente en inhibir la respiracion
celular.

Otros estudios han mostrado las diferencias en los efectos genomicos y
no genodmicos entre las dos moléculas y la expresion de los receptores de

glutamato®’'>"

o en la expresion de los canales de sodio de las células
epiteliales respiratorias®’>. Aunque no hemos encontrado publicaciones donde
comparen los efectos de betametasona o dexametasona sobre el VEGF
pulmonar, nuestros resultados indicarian que tienen acciones diferentes.

Se han comunicado hallazgos diferentes con el empleo de una u otra
molécula (dexametasona o betametasona) en estudios clinicos. Baud y cols.*’
publicaron un estudio multicéntrico con una cohorte de 883 nifios con edades
gestacionales de 24 a 31 semanas durante un periodo de 4 afios. Las madres de

361 nifios habian recibido betametasona, las madres de 165 ninos habian
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recibido dexametasona y las madre de 357 nifios no habian recibido
glucocorticoides. Se compar6 la frecuencia de leucomalacia periventricular
quistica entre los tres grupos empleando un andlisis multivariante ajustado a
factores de confusion como sexo, corioamnionitis, infeccion, gestacion
multiple y otros factores relevantes. El 8,4% de los nifios del grupo que no
habia recibido corticoides prenatales desarrolld leucomalacia periventricular
quistica frente al 4,4% del grupo tratado con betametasona y al 10,9% del
grupo tratado con dexametasona prenatal.

En estudio realizado por Lee y cols.”*® donde se incluyeron 3600 nifios
con peso al nacimiento menor de 1500 gramos, encontraron un descenso en la
mortalidad en nifios que habian recibido betametasona prenatal comparado con
el grupo que no habia recibido corticoides prenatales, con la dexametasona
prenatal no encontraron este descenso, un resultado similar también ha sido
publicado en metaanalisis de la Cochrane realizados por Crowley” ">,
Ademas en el estudio de Lee y cols.”® la dexametasona se asocié con un
incremento en la mortalidad neonatal comparada con la betametasona.
Encontraron una menor incidencia de retinopatia severa en nifios que habian
recibido betametasona prenatal que estaria relacionada con la inhibicion del
TNF-a. Este factor también estaba implicado en la angiogénesis, y también
observaron una menor tendencia de hemorragia intraventricular en los nifios
que habian recibido betametasona prenatal.

Feldman y cols.”*’ realizaron un estudio en 334 nifios pretérmino con
peso menor de 1500 gramos al nacimiento, 186 nifios habian recibido
betametasona prenatal y 148 habian recibido dexametasona prenatal, el
hallazgo mas importante que han observado en este estudio era que los nifios
que habian recibido betametasona prenatal tenian una menor incidencia de
sindrome de distrés respiratorio y displasia broncopulmonar.

En nuestro estudio hemos encontrado un incremento del VEGF en el
grupo tratado con betametasona prenatal lo que podria influir en la menor
incidencia de distrés respiratorio, aunque la funciéon del VEGF en el distrés
respiratorio resulta controvertida, hay bastantes estudios que han mostrado que
una expresion baja del VEGF se asociaba con peor prondstico del sindrome de
distrés respiratorio''"""?. Ya hemos mencionado el importante papel que parece

13,100,128,158

tener el VEGF en el desarrollo de displasia broncopulmonar por lo
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que el incremento del VEGF que observamos en el grupo que ha recibido
betametasona prenatal nos indica que la betametasona podria ser importante en
la prevencion de displasia broncopulmonar. Nuestros resultados también
apoyarian que la betametasona podria ser la mejor eleccion para tratar a

mujeres gestantes con riesgo de parto pretérmino.
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6. CONCLUSIONES
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1.

Respecto a los efectos de la hipoxia y su recuperacion en hiperoxia o

aire sobre el metabolismo.

1.1 Coincidiendo con la mayoria de los estudios publicados, la
exposicion a la hipoxia produce disminuciéon de la temperatura
corporal. La recuperacion con hiperoxia o aire aumenta la
temperatura corporal pero sin alcanzar los valores basales de los
animales controles en aire.

1.2 La hipoxia produce una situacion de hipometabolismo con
disminucién en el consumo de oxigeno y en la produccion de
anhidrido carbdnico. La recuperacion con hiperoxia aumenta el
consumo de oxigeno y la produccioén de anhidrido carbonico pero

sin alcanzar los valores basales de los animales controles en aire.

Respecto a la accion de la hipoxia y su recuperacion en hiperoxia o aire

sobre la expresion del VEGF.

2.1 La exposicion a hipoxia en el momento del nacimiento incrementa
la expresion del VEGF en el pulmoén.

2.2 La recuperacion con hiperoxia en el momento del nacimiento,
produce un descenso en la expresion del VEGF pulmonar que se
mantiene durante todo el estudio ( hasta el dia 14 de vida).

2.3 La recuperacion con aire produce una menor expresion del VEGF
pulmonar respecto a los controles pero mayor que los recuperados

con hiperoxia, en todos los dias estudiados.
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3. El mayor incremento en la expresion del VEGF pulmonar, en todos los
grupos y situaciones experimentales estudiadas, se produce en el dia 4
de vida, coincidiendo con el comienzo de la fase de mayor crecimiento
vascular en el pulmén asi como con el comienzo de la fase de

alveolizacion.

4. Respecto a la accion de los corticoides (dexametasona y betametasona)
prenatales sobre el crecimiento (longitud y peso corporal).

4.1 La administracion de corticoides prenatales  produce una

inhibicidn del crecimiento somatico fetal y postnatal hasta el dia 14

de vida

5. Respecto a la accidon de los corticoides prenatales (dexametasona y
betametasona ) sobre la expresion el metabolismo.

5.1 los corticoides prenatales modifican el patron de respuesta de la
temperatura ante la hipoxia y ante la recuperacion con hiperoxia o
aire manteniendo una estabilidad en la temperatura.

5.2 Los corticoides prenatales potencian el efecto de la hiperoxia

incrementando el consumo de oxigeno.

6. Respecto a la accion de los corticoides prenatales (dexametasona y
betametasona ) sobre el VEGF.

6.1 La dexametasona disminuye la expresion del VEGF pulmonar al
nacimiento y al dia 4 postnatal.

6.2 La dexametasona modifica (diminuyendo) el efecto de induccion
del VEGEF por la hipoxia.

6.3 En el estudio realizado el dia 4, fase de mayor crecimiento vascular
y comienzo de la fase de alveolizacion postnatal en el pulmon, se
suman los efectos de la dexametasona y de la hiperoxia en la
inhibicion de la expresion del VEGF pulmonar.

6.4 La betametasona aumenta la expresion del VEGF pulmonar.

6.5 La expresion del VEGF pulmonar, el dia 14 postnatal, disminuye,

en todas las situaciones experimentales del grupo control. Esta
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disminucién no se produce en los grupos tratados con corticoides
prenatales (dexametasona o betametasona) posiblemente por un
posible retroceso en la alveolizaciéon pulmonar producida por los

corticoides.
7. Respecto al estudio comparativo de los corticoides estudiados:

La betametasona prenatal vs dexametasona prenatal aumenta la

expresion del VEGF pulmonar en todos los grupos experimentales
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8.ABREVIATURAS
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11B-HSD : siglas en inglés de 11 hidroxi esteroide deshidrogenasa
ACTH: siglas en inglés de hormona adrenocorticotropa

ADN: Acido desoxiribinucleico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BMP - 4: siglas en inglés de factor morfogénico dseo 4

EGF: siglas en inglés de factor de crecimiento epidérmico

EMAP II: siglas en inglés de polipéptido II activador de monocitos
endoteliales

ERK: siglas en inglés de molécula estimuladora y reguladora de la via tirosin
quinasa

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos

FIk: siglas en inglés de fetal liver quinasa

GR: siglas en inglés de receptor glucocorticoide

HGEF : siglas en inglés de factor de crecimiento del hepatocito

HIF : siglas en inglés de factor inducido por la hipoxia

IGF: siglas en inglés de factor de crecimiento similar a la insulina
KDR: siglas en inglés de receptor de dominio quinasa

NO: siglas en inglés de 6xido nitrico

NOS: siglas en inglés de oxido nitrico sintetasa

PDGF: siglas en inglés de factor de crecimiento derivado de las plaquetas
PECAM: siglas en inglés de molécula de adhesion plaquetaria
PGI,. prostaciclina 12

PIGF: siglas en inglés de factor de crecimiento de la placenta

Shh: siglas en inglés de Sonic Hedgehog

TF: siglas en inglés de factor tisular

TGF-f3: siglas en inglés de factor de crecimiento de transformacion 3
TIE-2: siglas en inglés de receptor tirosina quinasa

TNF a: siglas en inglés de factor de necrosis tumoral o

TSH: siglas en inglés de hormona estimulante del tiroides

VEGEF: siglas en inglés de Factor de crecimiento vascular endotelial
VEGFR: receptor del VEGF
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