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I. 1. INTRODUCCIO

Les malalties pulmonars intersticials difuses (MPID), constitueixen un grup variat de
trastorns inflamatoris difusos de les vies aéries inferiors causada per la inflamacio, la
fibrosi (cicatritzacid) de les parets alveolars i engruiximent de I'espai intersticial. Com
que moltes d’aquestes MPID donen lloc a la formacié de fibrosi, també se les anomena
amb el terme de fibrosi pulmonar (FP). No responen al tractament i evolucionen cap a
la pérdua progressiva de les unitats alveolo-capil-lars funcionals, causant insuficiéncia

respiratoria, motiu de I'exitus dels pacients.

Es distingeixen tres grups de MPID (1). El primer grup (pneumonies intersticials
idiopatiques) esta constituit per entitats clinicopatoldgiques d’origen desconegut, la
definicio histoldgica de les quals ha suscitat una gran atencié en aquests ultims anys.
En el segon grup hi figuren les MPID de causa coneguda o associades a d’altres
entitats cliniques ben definides. En aquest grup s’hi inclouen les manifestacions
pulmonars de les malalties del col-lagen, que amb freqliéncia presenten una histologia
indistingible de les pneumonies intersticials idiopatiques corresponents al primer grup.
A més a més en aquest segon grup també s’inclouen les MPID ocasionades per
farmacs, pols organica (alveolitis al-lergiques extrinseques), pols inorganica
(pneumoconiosi) i les associades a malalties hereditaries. El tercer grup esta format
per un conjunt d’entitats d’origen idiopatic amb una clinica i una histologia que a

diferéncia de les del primer grup, estan ben definides.

Tot i que se sap que aquestes malalties estan caracteritzades per una remodel.lacié
anomala a nivell de linterstici, la fisiopatologia de la malaltia aixi com els mecanismes
bioquimics que es desencadenen sén poc coneguts (2;3). Es per aixd que els
investigadors uneixen els seus esforgos per tal d’obtenir un model animal capa¢ de
reproduir les caracteristiques basiques de la FP de la manera més fidedigna possible, i
aixi poder desenvolupar terapies efectives (4;5). En aquest sentit, molts agents han
demostrat una capacitat inhibitoria de la FP induida per bleomicina en ratolins i altres
organismes vius. Tot i aix0, dissortadament cap d’aquests compostos han presentat
efectes antifibrotics quan s’han testat en humans. Aquests efectes negatius poden ser
atribuits a I'eleccié del model animal. A més a més, Moeller i col. (6) entenen que el
punt més critic rau en fer una distincié entre els farmacs que desenvolupen la seva

accid en les respostes inflamatoria i fibrogénica primerenca dels que interactuen
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prevenint la progressio de la fibrosi en una fase més tardana i quan aquesta ja ha estat

constituida.
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Figura 1. Cascada d’esdeveniments en el pulmé després de produir-se una lesio

evolucionant cap a la reparacié (esquerra) o la fibrosi (dreta) (7).

La lesio pulmonar induida per farmacs com la bleomicina, és heterogénia i rapida en el
seu inici, amb una fase d’alveolitis inicial caracteritzada per la preséncia d’edema
intersticial i d’infiltraci6 de cél.lules inflamatories com ara neutrofils, macrofags i
limfocits (8), que alhora conduiran a una proliferacié dels fibroblasts. Després hi ha una
segona fase, més fibrotica que es caracteritza per la deposicié de fibres de col-lagen i
d’altres components de la matriu extracel.lular (MEC) que resultara en una distorsio de
I'arquitectura pulmonar (9;10). Es creu que aquesta ultima fase té influéncia sobre les
propietats biomecaniques del parénquima pulmonar. Aquestes fases, una més
primerenca i l'altra més tardana, malgrat que apareixen de forma seqliencial,

presenten un relacid6 constant en el temps, pel que fa al régim de la/es dosi/s

administrada/es (11).

Els models murins de lesié pulmonar induida per bleomicina han estat extensament
emprats per a l'avaluacié de la relacid que hi ha entre els canvis estructurals i els

canvis biomecanics que es produeixen en el pulmé durant la fase més avancada de la
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malaltia o fase fibrotica (10;12). La majoria d’estudis que utilitzen aquest model s’han
centrat en les 2-3 primers setmanes després de la induccié per bleomicina, és a dir,
quan la fase inflamatoria és encara rellevant (13;14;15). La resposta inflamatoria déna
lloc a una cascada d’esdeveniments (Fig.1) que acaba en un deteriorament progressiu
de la composicié de la matriu extracel.lular i de les propietats mecaniques del teixit
pulmonar. Dosis multiples de bleomicina causen un procés inflamatori que déna lloc
una fibrosi progressiva amb un increment de la deposicié de collagen i de la
proliferacio de l'activitat fibroblastica (16). Fins ara, no hem trobat cap estudi que hagi
analitzat I'impacte la lesié pulmonar induida amb dosis repetides de bleomicina sobre

els canvis biomecanics que es produeixen en el teixit del parénquima pulmonar.

Les tires de parénquima pulmonar s’han utilitzat com a model per a l'estudi del
comportament mecanic del teixit pulmonar (17;18). L'avantatge de realitzar mesures in
vitro és que es poden excloure les contribucions del comportament mecanic
relacionats amb el surfactant, 'edema alveolar i I'heterogeneitat de la ventilacio (17).
El cert és que els canvis que es produeixen en les propietats mecaniques del teixit
pulmonar en un model de bleomicina estan forca ben documentats. Dolhnikoff i col.
(10) van demostrar que les modificacions estructurals de la matriu extracel.lular
induides pels efectes de la bleomicina, causaven modificacions en la mecanica
oscil.latoria del teixit pulmonar tant in vivo com in vitro. Ebihara i col. (19) utilitzant el
mateix model de bleomicina van observar una correlacié positiva entre la fraccié de
volum de biglicans i la resisténcia i I'elastancia de les tires de parénquima pulmonar
objectes d’estudi. Perd el que no esta clar és el paper que juguen els components de

la matriu extracel.lular durant la resposta inflamatoria i la fase fibrotica (20).

1.2. OBJECTIUS GENERALS

Com que creiem que els parametres biomecanics poden ser de gran utilitat en el
seguiment de les estratégies terapéutiques aixi com també del coneixement general
de la historia natural de les MPID, volem saber quina és la influéncia de la resposta
inflamatoria en les diferents fases evolutives de la fibrosi pulmonar sobre la
biomecanica del parénquima. Per aix0 utilitzem un model muri de lesié pulmonar de
dues setmanes o d’'un mes de durada, induida per dosi Unica o dosis repetides de

bleomicina respectivament. En aquesta tesi varem treballar sobre dues hipotesis:
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i. Els canvis biomecanics en teixit pulmonar difereixen depenent de si ens
trobem en el procés de resposta inflamatoria o de remodel.lacié després
d’una lesio induida per bleomicina.

ii. Després d’'una lesi6é induida per bleomicina, la remodel.lacié pulmonar
que condueix a un proces de reparacié comportara canvis estructurals
i/lo biomecanics diferents que els canvis que es produeixen quan ens
trobem en un procés de remodel.lacid disregulada que finalitza en

fibrosi i no en reparacio.
A partir d’aqui, els objectius que es varen plantejar en aquesta tesi son els seglents:

1. Caracteritzar els canvis biomecanics a nivell del parenquima pulmonar que es
produeixen en un model en rata induit per una dosi Unica de bleomicina.

2. Determinar si els canvis que s’observen en les propietats biomecaniques del
parénquima pulmonar durant la fase primerenca, estan relacionats amb els
marcadors d’inflamacié pulmonar i/o de remodelacio.

3. Caracteritzar els canvis biomecanics a nivell del parénquima pulmonar que es
produeixen en un model en rata induit per dosis repetides de bleomicina.

4. Establir comparacions entre la mecanica pulmonar in vitro i els parametres
d’inflamacid i de fibrosi, en les models de rata induits per una dosi Unica o dosis

repetides de bleomicina.

1.3. METODES

En el primer treball, varem utilitzar tires de parénquima pulmonar per a l'estudi
biomecanic (elastancia, resisténcia i histeresivitat) els dies 3, 7 i 15 després d’'una
instil.lacié Unica sub-letal de bleomicina. Es va analitzar també l'impacte de la
inflamacié pulmonar (mieloperoxidasa (MPO,), index d’inflamacié pulmonar (LI) i el
contingut d’aigua pulmonar (W,)) i de la remodel.lacié pulmonar (hidroxiprolina (HP,) i

fibres elastiques) en els mateixos dies en que es va fer I'estudi mecanic.

En el segon treball, varem utilitzar tires de parénquima pulmonar per a fer I'estudi
mecanic el dia 28 després d’una instil.lacié unica sub-letal o després de tres dosis de
bleomicina cada dues setmanes. Es va analitzar I'impacte de la inflamacié pulmonar
(MPOL i LI} i de la remodel.lacié pulmonar (fibres de col-lagen) en els mateixos dies en

que es va fer I'estudi mecanic.
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Model animal

En ambdds estudis es varen emprar rates de la soca Sprague-Dawley lliures de
patogens especifics (225-300 g). Vam considerar el dia 0, el dia en que se’ls va
administrar una dosi Unica intratraquial de bleomicina (2.5U/kg en 0.5ml) o 0.5ml de
sol.lucié salina esteéril (0.9% NaCl). En el primer estudi es varen sacrificar els dies 3, 7,
i 15 posteriors a la instil.lacié. En el segon estudi es varen estudiar el dia 28 (grup SD).
En aquest ultim estudi, un altre grup de rates van rebre dosis similars de bleomicina
(grup RD) o de sali (grup control), un cop cada dues setmanes (un total de 3
instil.lacions) i varen ser sacrificades 28 dies després de I'ultima instil.lacié. Donat que
les dades obtingudes dels parametres mecanics i histologics dels controls sacrificats
els dies 3, 7, i 15 eren similars, es va fer un unic grup control. En experiments previs
corresponents a un estudi pilot, (dades no publicades), els parametres mecanics del
parenquima pulmonar i els parametres histoldgics estudiats eren estadisticament no
significatius amb un error a= 0.05% entre els dies 3, 7, i 15 en rates del grup control.
Tenint en compte que no hi havien diferéncies significatives a nivell mecanic i
histologic entre les rates del grup control de dosi Unica i de dosis repetides, també es

va unificar el grup control en un de sol.

Per a estudiar les rates, es varen anestesiar amb una injeccié intraperitoneal de
ketamina (75 mg.kg-1) i diazepam (5 mg.kg-1). Un cop anestesiades, se’ls va
administrar heparina (1000IU) via intravenosa i 5 minuts més tard els animals van ser
exanguinats un cop seccionades I'aorta abdominal i la vena cava. Els pulmons van ser
extrets en bloc, i submergits en una sol.lucié modificada de Krebs—Henseleith (K-H)
[mM: 118.4 NaCl, 4.7 KCI, 1.2 K3PO,4, 25 NaHCO3;, 2.5 CaCl,'H,0, 0.6 MgSO,4-H,0,
and 11.1 glucose] a pH = 7.40 a temperatura de 6° C (21).

A) Estudi biomecanic

Immediatament, es varen tallar tires subpleurals (15mmx3mmx3mm) del pulmé dret i
es varen suspendre verticalment en un bany d’érgans K-H mantingut a 37°C, i amb
bombolleig continuat de carbogen (95% 02-5% CO,) tal i com s’ha descrit

anteriorment (22).

Molt breument, un extrem de la tira es va unir a un transductor de forga (FT03, Grass-
Telefactor, RI, USA), i I'altre es va unir a un bra¢ metal.lic connectat a un generador de
senyal (AT-MIO-16-E-10, National Instruments, Austin, TX, USA).
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Un costat del brag metal.lic estava unit a un segon transductor de forga (LETICA TRI-
110, Scientific Instruments, Barcelona, Spain) mitjangant una molla de plata de modul
de Young conegut, permetent doncs que el desplagcament de la tira pogués ser

mesurat (Fig. 2).

Un cop precondicionades les tires, el desplagament posat a 0, I'amplitud ajustada a un
5% de la longitud basal i oscil.lant a una frequéncia de (f)= 1 HZ durant 30 min, es van
establir a un estrés operatiu (o) de 10 hPa. Posteriorment, es varen realitzar tres
analisis d’oscil.lacions forgcades de multifreqliéncia de 20 segons de durada cadascun.
Aquestes oscillacions pseudoaleatories estaven compostes per 5 sinusoides de
mateixa for¢ca d’amplitut i de freqiéncies de (f) 0.2, 0.5, 1.1, 1.9, i 3.1Hz. Tant els
senyals de forca com de desplagcament van ser pre-amplificats i filtrats a 30 Hz i
mostrejats a una frequéncia de 150 Hz. L’analisi de dades es va realitzar segons el
descrit per Romero i col. (22). L’analisi i I'estimacio dels parametres es va fer utilitzant
un software especific elaborat per LabVIEW 5.1 en el primer estudi, i LabVIEW 7.0 en

el segon (National Instruments Co., Austin, TX, USA).
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En ambdds estudis es va utilitzar el model de fase constant, encara que en el primer
estudi es va seguir el model de fase constant proposat Romero i col. (22) i en I'estudi 2

el proposat per Hantos i col. (23).

Estudi 1: La relacid tensié-desplagcament (stress-strain) esta caracteritzada pel

complexe de Young o modul elastic W(w) de la segient manera:
w,=E, +joRti,=E, 0" +j-[Rv-a)+ Ro-a)ﬂJ

on E , correspon a I'elastancia que és la part real del complexe de Youngij- w - Rti

n’és la part imaginaria que correspon a la resisténcia (composant resistiva).

a + f =1 (model de fase constant)

E .
E=E, 0" =E, 0" = (O—aa)) (part real)

R=R, o+R,®” =R, -o+R,»* (partimaginaria)

L’equacio per a calcular la histeresivitat a w=1 (no) és la segient:

Estudi 2: L’'impedancia del teixit pulmonar (Zti), una magnitud que relaciona la tensio a
la velocitat de canvi en el desplagament es va determinar segons el model de fase
constant descrit per primera vegada per Hantos i col. (23). Vam emprar la seguent

equacio per obtenir la resisténcia tissular newtoniana o frequéncia-independent (Rv):

v a

—iH
7R +[(G J )}
0]
on R, és fluxe-independent o resisténcia newtoniana del teixit, G és I'esmorteiment
tissular, H és I'elastancia, j és la unitat imaginaria, i a= (2 mf)-tan™(H/G). Després de
calcular les parts real i imaginaria de la impedancia, el model es va resoldre de la

seguient manera:
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Z.,=R +Gao*

real

Zim = H.a)_a

el valor de R, es va obtenir mitjangant una regressio linear recursiva per tal d’obtenir el
valor que complia el paradigma de fase constant (e = Qim). D’acord amb Ito i col.
(24), varem emprar la freqiéncia angular normalitzada (w, =w/wg), on we = 1 rad/s.

LT

Aix0 va permetre I'expressié de G i H en unitats d’ “elastancia” (hPa). L’equacié que es

va fer servir per a calcular la histeresivitat (n¢) a w=1 és la seguent:

Ambdos models estan relacionats de la segient manera:

Zreal.a):\Pim
Y
real :Zim
w
R w+R, o’ R +G
Zreal = l//lm = @ 0 @ =R +R() a)—a =— a G=RO * Wo= Ro' 1= RO
w w
lPreal = Zim.a) =Ho" o= H'a)(l_a) = 7H§0 =0 aa) E0= H
w 0

B) Estudis bioquimics
= El contingut d’aigua pulmonar (W.) es va obtenir a partir del pes humit del
pulmé (LW) i de la relacié entre el pes sec i pes humit del pulmé (D/W)
mesurats després de l'excisié dels teixits no pulmonars seguint I'equacié de

Flemmer i col. (25).

= L’index pulmonar (LI), un marcador de dany pulmonar, es va determinar segons

I'equacié de Moore i col. (26).

= La mieloperoxidasa pulmonar (MPO,) es va mesurar fotométricament utilitzant
el 3,3-5,5-tetrametilbenzidina com a substrat (27) perd amb algunes

modificacions (28).
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= La hidroxiprolina pulmonar (HP_), una aminoacid del col.lagen i per tant un
marcador de la fibrogénesi, va ser determinat per espectrofotometria (29). Les
mostres del pulmé dret es van homogeneitzar i hidrolitzar en 6N HCI durant 24
h a 60°C. L’hidrolitzat es va neutralitzar amb 6N NaOH. Després es va afegir 1
ml de Cloramina-T, 1 ml d’acid percloric i 1 ml de dimetilaminobezaldehid
(reactiu d’ Ehrlich) en aliquotes de 2ml. Les mostres es van llegir per

absorbancia a 561 nm.

C) Estudi histologic i morfomeétric

En el primer estudi, immediatament després de la realitzacié dels estudis biomecanics,
les mostres es varen congelar amb nitrogen liquid i després es van fixar en solucié de
Carnoy (30). Les mostres fixades es van incloure en un bloc de parafina i es van tallar
amb un gruix de 4 ym. Es van tenyir amb el métode de Weigert (resorcina-fucsina)

modificat amb oxidacié per a la quantificacié de les fibres elastiques (31).

En el segon estudi es varen fixar primer amb 4% paraformaldehid en PBS durant 24 h,
i després es van deshidratar amb una série d’etanols. Es van incloure en un bloc de
parafina i es van tallar amb un gruix de 4 pm. Posteriorment, es varen tenyir amb
hematoxilina-eosina per a estudis histologics i amb Masson tricromic per a la

quantificacio de fibres de col-lagen.

l.4. RESULTATS

En el primer estudi, les fibres elastiques, la HP_ i la MPO_ van augmentar
significativament els dies 7 i 15, i 'aigua i I'index pulmonar van augmentar durant tot
'experiment (Taula 1). En el segén estudi les fibres de collagen van augmentar
significativament el dia 28 tant en el grup de dosi Unica (SD) com en el de dosis
repetides (RD), perd en canvi I'activitat de la MPO_ va estar a nivells basals en el grup
SD i augmentada significativament en el grup RD (Fig.3). En el primer estudi la Ry va
augmentar significativament el dia 15 mentre que la ng va augmentar significativament
durant tot I'experiment. L’elastancia i la B van romandre invariables en el temps. En
canvi en el segon estudi, el modul elastic (H) i I'esmorteiment tissular (G) van
augmentar de manera significativa només en les rates del grup RD. Aixd vol dir que en
el grup SD I'augment de deposicié de col-lagen i I'engruiximent del septum alveolar no

van ser suficients com per induir canvis en la mecanica tissular.
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Quant a les correlacions es va trobar que la Ry i ng estaven correlacionades
positivament amb la MPO,, fibres elastiques, W, i LI. A més a més la ny estava
correlacionada positivament amb el gruix de la paret alveolar (Taula 2). En el segon
estudi, vam trobar correlacions entre G i MPO, (p=0.571, P= 0.021) i LI (p=0.759, P=
0.001) en les rates tractades amb bleomicina dels grups SD i RD (Fig. 4). Es va trobar
correlacions entre la quantitat de col-lagen i H (p=0.534, P= 0.023) perd no amb G
(p=0.244, P>0.05).

Taula 1. Dades bioquimiques i morfométriques dels grups control i de bleomicina.
Analisi descriptiu i ANOVA de les dades bioquimiques, morfométriques, index
d’inflamacié (LI) d’animals controls (CTRL) i bleomicina (BLM) els dies 3, 7, i 15.

Kruskal-Wallis

CTRL BLM3 BLM7 BLM15 )
X P)

Elast () 0.38+0.08 0.41+£0.15 0.56 £ 0.17 1.00 + 0.54% 204 <0.001
(um?/pm)
HP. (mg/g) (1) 3.29+0.70 3.00+0.50 4.77 +1.64 530+2.19 |9.25 0.026

MPO, (U/g) (f) 235+133  351+114 488 +245° 511+213%  |11.3  0.01

ANOVA
CTRL BLM3 BLM7 BLM15
F (P)
W, (g) () 1.13+£0.06 1.63+0.21° 1.91+0.25 198 +0.25 [33.58 <0.001
LI (1) 1.03+0.07 1.72+0.31% 1.85+0.29° 1.92+0.41% [18.92 <0.001

Els valors estan expressats com a mitjana + DE. Test de comparacié de grups no paramétric (Jr Kruskal

Wallis. Post-hoc: test U de Mann-Witney) o parameétric (i ANOVA. Post-hoc: test de Bonferroni).

Significancia BLM versus Control: " P<0.05; P<0.01. Elast: Quantitat de fibres elastiques en el septum
alveolar; HP.: contingut total d’hidroxiprolina en el pulmé, MPO.: contingut de mieloperoxidasa del pulmé.

W_: aigua pulmonar. LI: index pulmonar.

Taula 2. Correlacions entre la mecanica tissular i les dades bioquimiques i

morfométriques obtingudes pel test de correlacié de Spearman.

MPO, Elast A LI PA
Ro 0.49" 0.34° 0.62'" 0.61' 0.06 (n.s.)
No 0.41 0.7 0.68'" 0.51" 0.36'

Es mostra la Rho de Spearman i el nivell de significacié ( P<0.05, + P<0.01, i +1 P<0.001). n.s.: no
significatiu. Ro: resisténcia a w=1 rad™. No: histeresivitat a w=1 rad”. MPOL: contingut de mieloperoxidasa
del pulmd. Elast: quantitat de fibres elastiques en el septum alveolar. W: aigua pulmonar. LI: index

pulmonar. PA: Gruix de la paret alveolar.

10
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3 data from Pinart et al. { 2008)
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Figura 3. Les barres blanques representen les dades del primer estudi els dies 3, 7, i
15. Les barres fosques representen els grups sacrificats el dia 28 després d’una Unica
dosi o de varies dosis de bleomicina. El valors de MPO (U/lung) (Grafica A) i de G
(hPa) (Grafica B) van ser obtinguts en els grups controls i els de bleomicina el dies 3,
7,151 28 dies (SD: negre i RD: gris).
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Figura 4. Grafica de correlaci6 G (hPa) versus LI (A CTRL; A SD; O RD) p=0.759
(P<0.001).
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1.5. DISCUSSIO

Comportament biomecanic en rates instil.lades amb bleomicina per via

intratraqueal; model de dues setmanes

Les troballes més significatives d’aquest primer estudi suggereixen que aquest model
proporciona noves evidéncies pel que fa a la comprensié de la fisiopatologia de la lesio
pulmonar induida per bleomicina i la relacié entre els canvis inflamatoris i la mecanica
del teixit pulmonar. Els parametres dissipatius del teixit pulmonar van veure’'s
modificats després de la lesié induida per bleomicina: tant Ry com ng van estar
correlacionades amb la MPO,, W_ i LI. No varem trobar correlacions significatives
entre HP_ i els parametres mecanics, pero si de I'elastina amb ng i el gruix de la paret

alveolar.

Els nostres resultats sobre l'increment de la MPO, i de la HP, concorden amb el
resultats d’altres autors que van treballar amb rates (12;32;33), hamsters (34) i ratolins
(35). L’increment de la HP_ es va relacionar amb la fibrosi multifocal i I'increment de la
MPO_ amb I'acumulacié de cél-lules inflamatories mononuclears i granulocits. Per a
molts autors la lesié produida per la bleomicina es pot dividir en dues etapes: la
primera etapa és basicament inflamatoria i arriba al seu maxim una setmana despreés
de produir-se la lesid, i solapant-se amb aquesta etapa, es produeix la fibrosi entre la
segona i tercera setmana post instil-lacié (36;37;38) que esta caracteritzada per una
remodelacié pulmonar que comenga amb fibrindlisi i acaba amb neofibrinogénesi (36).
En el nostre estudi, I'evolucié del a HP_ concorda amb la seqliéncia descrita de la

remodelacié pulmonar.

No se sap encara quins son els mecanismes que governen les propietats
viscoelastiques del teixit connectiu intraparenquimatds, per aixd molts autors
hipotetitzen sobre I'origen de la dissipacié en el teixit connectiu, que podria succeir a
nivell micro-estructural, per fendbmens de contacte de friccié (coulomb) creant una
tensié que suportarien les fibres del teixit connectiu (39), o per la interaccié6 amb els
proteoglicans de la substancia fonamental deguda al contacte directe fibra-fibra a nivell
molecular (40). Si la fibrosi fos un mecanisme rellevant dels canvis de pressié-volum,
esperariem una correlacio significativa entre la HP i el modul d’elastancia (41) que no
hem trobat. Perd el fet de que no s’hagi trobat una correlacié entre la HP i els

parametres biomecanics no vol dir que la fibrinogénesi sigui absent en aquest model,
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sind que la quantitat de col-lagen no és encara suficient o prou rellevant per tenir un
impacte significatiu sobre la mecanica del pulmd (42). L’elastogénesi sembla que
afecta la relacié entre el procés elastic i dissipatiu en el teixit. Tot i que I'elastogénesi i
la sintesi de proteoglicans sén processos involucrats en la remodelacié pulmonar
després d’'una lesié aguda (43), podem acceptar que en el nostre model la composant
inflamatoria és la que majoritariament repercuteix sobre la mecanica de la fibrosi

pulmonar.

Les correlacions entre els parametres mecanics i els canvis relacionats amb la
inflamacié (W, LI, MPOL.) podrien estar relacionades amb els canvis produits en la
composicié de la substancia fonamental (25;42). En aquest sentit, s’ha trobat que els
proteoglicans augmenten quan la inflamacié és prominent i disminueixen quan la
inflamacié es resol (44). L'increment de W_ podria ser degut a I'exudacié alveolar
(alveolitis), la deposicié de molécules higroscopiques (proteoglicans) en la MEC (44), o
bé per la disfunci6 mecanica dels proteoglicans en la MEC (10). Aquest és el primer
estudi que coneixem que mostri una correlacié entre una propietat intrinseca del teixit
pulmonar (n) i un marcador d’estrés oxidatiu (MPO), i 'nem interpretada com a
indicador de dependéncia de la mecanica tissular sobre els canvis estructurals

subjacents induits per la inflamacio.

Comportament mecanic _en rates instil.lades amb__bleomicina per via

intratraqueal; model de quatre setmanes de dosi Unica o de dosis repetides

En model de tres dosis repetides per bleomicina es va trobar una infiltracié de cél-lules
inflamatories, un increment de la MPO i de les fibres de col-lagen, la preséncia de
focus fibroblastics i un augment tant de la H com de la G, 28 dies després de l'ultima
dosi. En canvi, en el model de dosi unica, el col-lagen va augmentar sense que hi

haguessin canvis significatius en la mecanica pulmonar.

L’any 1988, Brown i col. varen desenvolupar un model de fibrosi pulmonar de dosis
multiples de BLM en rates i el van caracteritzar histoldgicament. Van concloure que el
model de tres dosis administrades cada dues setmanes era suficient per observar les
caracteristiques de la fibrosi pulmonar progressiva tant en extensié com en severitat.
Poc després, nou estudis (34;45;46;47;48;49;50;51;52) van caracteritzar aquest
model en hamsters emprant técniques bioquimiques, histologiques i morfométriques.
En aquests estudis, van trobar que la fibrosi era difusa i intersticial, amb increment de
la HP i de les cél-lules inflamatories, i de I'activitat de la MPO, MDAE i SOD. Aquests
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resultats concorden amb els trobats en el nostre estudi. Tots aquest estudis van
concloure que els macrofags continuaven elevats 4 setmanes després de la ultima
instil-lacié. Els macrofags son estimuladors de neutrofils, i aixd podria explicar
I'elevada activitat de la MPO en rates del grup de dosis multiples en el nostre estudi.
Els macrofags també produeixen TGF- especialment quan se’ls estimula amb BLM
(46). El TGF-B estimula I'expressio del gen del procol-lagen que déna lloc a un tret
caracteristic de la FP com és I'excés de deposicié de col-lagen en la MEC (52). En el

nostre estudi, 'augment de col-lagen es va observar en ambdéds grups.

Un marcador de la inflamacio i del dany pulmonar (LI) va augmentar significativament
en ambddés grups. Aquest increment pot ser degut a components cellulars,
components de la MEC i l'aigua pulmonar que forma part de la substancia fonamental.
Les correlacions que varem trobar recolzen la idea que els canvis en els components
de la substancia fonamental juguen un paper important en la determinacié de les
friccions entre els components fibril-lars de la MEC i la substancia fonamental (41). La
fibrosi en animals induits amb una dosi Unica de BLM esta associada normalment amb
un increment de la deposicid de col-lagen entre les 2-3 setmanes posteriors a la
instil-lacié, perd que comencga a resoldre’s minvant la deposicié a la quarta setmana
(47). En el nostre estudi, vam observar un increment significatiu del col-lagen, perd un
increment de la G i de la H no significatius, després d’una instil-lacié de dosi unica. En
canvi, dos estudis relativament recents en rata (10;19) van demostrar una correlacio
positiva entre la proporcié del volum de fibres de col-lagen i la resisténcia i elastancia
tissular “in vitro”. Aquestes discrepancies podrien ser atribuides a les diferents dosis
emprades, ja que aquests autors van emprar una dosi doble a la nostra. Es creu que la
matriu col-lagen-elastina-proteoglicans juga un paper molt important en la determinacio
del comportament viscoelastic del teixit parenquimatos i també que potencialment pot

ser la responsable de la resisténcia tissular (39).

1.6. CONCLUSIONS FINALS

1. En el model de dues setmanes i de dosi unica de bleomicina, el proceés
inflamatori condueix a canvis en els parametres biomecanics que estan
relacionats amb I'esmorteiment tissular com son la resisténcia i la histeresivitat.
Per tant podem dir que la biomecanica tissular esta alterada pels canvis

estructurals subjacent induits per la inflamacié.
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La inflamacié i I'elastogénesi son els principals factors que determinen els
canvis que s’observen en el comportament histerétic del pulmdé durant els
primers 15 dies després de la instil.laci6 d’una dosi Unica subletal de

bleomicina en rates.

L’administracié de dosis uUniques o repetides de bleomicina presenten un
comportament inflamatori i fibrogénic que evolucionen cap a diferents patrons

de canvis biomecanics 28 dies després de I'tltima instil.lacio.

D’acord amb estudis anteriors, el model de fibrosi pulmonar en rata per
induccid d’'una dosi Unica subletal de bleomicina no reprodueix el procés clinic

de la FP que s’observa en pacients tractats amb bleomicina.

El model de tres dosis repetides de bleomicina simula els esdeveniments claus
que se succeeixen en algunes MPID en humans caracteritzades per la
inflamacid, reparacié aberrant del teixit epitelial, activitat disregulada de la

fibrosi i la cicatritzacié progressiva del teixit.

El model experimental de dosis repetides sub-letals de bleomicina i 'avaluacio
del dany pulmonar mitjangant I'estudi biomecanic de tires de parénquima
pulmonar, pot ser un métode prometedor per testar farmacs antifibrotics i per a

proporcionar nova informacié sobre la fisiopatologia de les MPID.
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