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RESUMEN

La Lesidon Pulmonar Aguda (LPA) constituye una de las principales causas de insuficiencia respiratoria
severa, con una mortalidad que alcanza el 50%. A lo largo de los afios se han empleado diferentes modelos
de experimentacién animal que han sido muy utiles para estudiar y comprender los mecanismos de la
lesién pulmonar. Uno de los aspectos mas desafiantes del uso de modelos animales de LPA es la evaluacion
histoldgica de la lesidn pulmonar. Una evaluacidn cuantitativa de multiples caracteristicas histolégicas es
fundamental para evaluar la extension de la lesidon pulmonar. Las principales caracteristicas identificadas
en la lesion pulmonar son el engrosamiento de la pared alveolar (tabique alveolar) y colapso alveolar
(disminucion de la proporcidn aire/tejido). Se realizaron medidas de grosor de tabique y de area de espacio
alveolar para identificar presencia de edema pulmonar o colapso alveolar respectivamente en muestras
histoldgicas de tejido pulmonar, provenientes de un modelo experimental de LPA inducida por LPS en
ratones C57BL/6, obtenidas previamente de la investigacion madre titulada: Microscopia no-lineal y por
tiempo de vida en modelos experimentales de lesidon pulmonar: Evaluacién de su utilidad diagndstica a
través de “aprendizaje automatico”. Se utilizd un microscopio de Epifluorescencia Nikon TiF LC para la
obtencién de las imagenes y el software de dominio publico ImagelJ para su analisis. El analisis histoldgico
mostré un aumento del deterioro por colapso alveolar y aumento del grosor de tabiques en el grupo
instilado con LPS. Este engrosamiento del tabique esta relacionado con la aparicion de edema pulmonar.
Ademas, se analizaron posibles variaciones en las medidas tomadas por distintos observadores y como esta
variabilidad puede comprometer la interpretacién de los resultados. La comparacién entre 3 subgrupos

diferentes mostro diferencias estadisticamente significativas influyendo sobre los resultados finales.

Palabras clave: lesion pulmonar aguda (LPA), colapso alveolar, edema pulmonar, tabique pulmonar,

lipopolisacérido (LPS).



ABSTRACT

Acute pulmonary injury (API) is one of the main causes of severe respiratory failure, with a mortality rate
that reaches 50%. Throughout the years there have been different models of experimentation that have
proved to be useful to study and comprehend the mechanisms of lung injury. One of the most challenging
aspects in the usage of animal models of APl is the histologic evaluation of the lung injury. A quantitative
assessment of multiple histological characteristics is key to evaluate the extension of the lung injury. The
presence of the main characteristics of lung injury can be identified for example by the thickening of the
alveolar wall (alveolar septum) and alveolar collapse (decrease of the proportion air/tissue).
Measurements were made of the septum thickness and the alveolar space to identify the presence of
pulmonary edema or alveolar collapse respectively in histological samples from pulmonary tissue, which
came from a experimental model of APl induced by LPS in mice C57BL/6, obtained previously from the
mother research titled: No-lineal microscopy and by lifetime in experimental models of lung injury:
Assessment of their diagnostic utility through the “automatic learning”. A Nikon TIF LC microscope was
utilized for the gathering of images and the public domain software Imagel for its analysis. The histological
analysis showed an increase in deterioration by alveolar collapse and septum thickness in the instilated
group with LPS. This enlargement of the septum thickness is related to the appearance of pulmonary
edema. Furthermore, possible variations of the measurements taken by different observers were
analyzed and how this variability can compromise the interpretation of the data. The comparison between

3 different subgroups showed statistically significant differences influencing the final results.

Key words: acute pulmonary injury (APL), alveolar collapse, pulmonary edema, tabique, lipopolysaccharide

(LPS).



INTRODUCCION

El sistema respiratorio estd compuesto por dos pulmones y una serie de vias aéreas que lo comunican con
el exterior. Dentro del pulmadn las vias aéreas se ramifican disminuyendo su calibre hasta llegar a la unidad
funcional del pulmén: el alvéolo. Este sistema cumple tres funciones principales: conduccion del aire,
filtracion del aire e intercambio de gases, entre otras funciones.

Las vias aéreas del sistema respiratorio se dividen en una porcién conductora y una respiratoria. La
conductora esta formada por las vias aéreas que conducen al sitio donde se da el intercambio de gases,
mientras que la porcidn respiratoria es el lugar donde se da dicho intercambio. La extensién de la superficie
disponible para el intercambio gaseoso se incrementa gracias a los alvéolos pulmonares. Estos son los
espacios aéreos terminales del sistema respiratorio en los cuales se da el intercambio gaseoso entre el aire
y la sangre. Cada alvéolo estd rodeado por una red de capilares que aproxima la sangre al aire inhalado.
Las paredes de la cavidad alveolar miden 0.2mm aproximadamente de didmetro y entre ellas estdn los

tabiques interalveolares los cuales estan compuestos por anillos de musculo liso.

Incidencia y definicion de la Lesién Pulmonar Aguda

El Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) y la Lesién Pulmonar Aguda (LPA) constituyen las causas
mas importantes de insuficiencia respiratoria severa, con una mortalidad que alcanza el 30-60% segun
diferentes estudios “***, Estas patologias constituyen cuadros frecuentes en las Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI). En Uruguay aproximadamente 25.000 pacientes al afio ingresan a UCI. De ellos, hasta un
75% pueden requerir Asistencia Respiratoria Mecanica (ARM) debido a multiples causas.

En 1994 se definié al SDRA como un cuadro de hipoxemia con PaO2/FiO2 (relacion entre presién parcial
arterial de oxigeno y fraccién inspirada de oxigeno) menor a 200 mmHg, mientras que si la relacidn
Pa02/FiO2 es inferior a 300 mmHg entonces se puede realizar un diagndstico de LPA . La LPA puede afectar
multiples componentes del sistema respiratorio, incluyendo las vias respiratorias, el parénquima vy la
vasculatura pulmonar ®. Es una patologia que clinicamente se presenta con hipoxemia aguda, edema
pulmonar no cardiogénico y presencia de opacidades bilaterales radioldgicas.

La etiologia de la LPA y el SDRA puede ser variada. Las infecciones pulmonares bacterianas o virales son la
causa mas comun, seguidas de la sepsis de origen extra-respiratorio, la aspiracion de contenido digestivo
hacia la via aéreay el trauma. EI SDRA esta asociado frecuentemente a disfuncion organica multiple (DOM),
este se caracteriza por el desarrollo de edema pulmonar bilateral e hipoxemia grave en forma aguda debido

al incremento en la permeabilidad de la membrana alvéolo-capilar 8. Como consecuencia se produce la



inactivaciéon del surfactante, atelectasia, por aumento de la tension superficial minima durante la
espiracion y alteracion del intercambio gaseoso °.

El impacto combinado de esta patologia es una pérdida significativa de la capacidad residual funcional
(FRC) con colapso pulmonar heterogéneo e inestabilidad con un volumen de cierre mayor que la apertura
10 Morfolégicamente el SDRA se caracteriza por dafio alveolar difuso (edema, inflamacién, hemorragia y/o
formacidon de membranas hialinas), esto puede conducir a una disfuncion del drgano y potencialmente a

la muerte del individuo 2.

Modelos experimentales de lesién pulmonar

A lo largo de los afios se han empleado diferentes modelos de experimentacion animal que han sido muy
utiles para estudiar y comprender los mecanismos de la lesion pulmonar. Los modelos de ratdn se utilizan
ampliamente debido a la disponibilidad de reactivos especificos y a la posibilidad de producir ratones
transgénicos y “knock-out” que mediante modificaciones genéticas permiten colaborar en la comprensién
de los aspectos moleculares de distintas patologias 1. En particular en el drea de la lesidn pulmonar se han
empleado mucho para estudio de procesos inflamatorios, donde se han podido identificar diferentes
proteinas que pueden acentuar o disminuir el efecto de un estimulo nocivo 314 La mayoria de los
modelos de LPA se basan en la reproduccién de los mecanismos y las consecuencias de la lesién pulmonar
en humanos, incluyendo uno o mds de los cambios fisioldgicos y patoldgicos caracteristicos que ocurren:
Alveolitis neutrofilica grave, depdsito de membrana hialina y formacién de microtrombos®. Los modelos se
pueden dividir en dos grupos dependiendo de si producen un estimulo nocivo directo o indirecto en el
pulman. Los modelos en los que el pulmdn se lesiona directamente incluyen la administracidn intratraqueal
o intranasal de bacterias o productos bacterianos como LPS; la administracién de un acido como HCl o de
particulas gastricas, la administracion de altas fracciones de oxigeno inspiradas; lavado del surfactante
pulmonar, hiperoxia o la induccién de isquemia/reperfusion. Mientras que dentro del segundo grupo
podemos encontrar ejemplos como LPS intra-venoso (IV), isquemia/reperfusion mesentérica, sepsis por
puncién y ligadura cecal (CLP), 4cido oleico IV. También existen modelos mixtos como es el caso de lavado
salino y ventilacién mecénica, o CLP combinado con hemorragia®t. Pensamos proponer el uso de un modelo
experimental de LPA inducido por LPS en ratones para medir colapso alveolar y evaluar la utilidad de la
espectroscopia de correlacidén de imagenes espacial como herramienta de analisis cuantitativa.

En los ratones C57BL/6 se ha podido demostrar que la administracién de LPS ocasiona lesion en las barreras

endoteliales y epiteliales, asi como también la aparicién de leucocitos; todo esto provoca la extravasacion



del liquido vascular. Este proceso genera un aumento de la permeabilidad microvascular pulmonar lo cual

es el sello distintivo de la LPA 8.

Andlisis histolégico de la lesién pulmonar

La American Thoracic Society ha definido que las caracteristicas mas relevantes de la LPA en modelos
experimentales son la evidencia de lesidn tisular y la evidencia de alteracion de la barrera capilar alveolar.
Uno de los aspectos mas desafiantes del uso de modelos animales de LPA es la evaluacién histoldgica de la
lesion pulmonar. Una evaluacién cuantitativa de multiples caracteristicas histolégicas es fundamental para
evaluar la extensién de la lesidn pulmonar. La presencia de las principales caracteristicas de la lesién
pulmonar se pueden identificar mediante las medidas de acumulacién de neutréfilos en el espacio alveolar
o intersticial, formacion de membranas hialinas, presencia de detritos proteinaceos en el espacio alveolar
(como hebras de fibrina), engrosamiento de la pared alveolar (tabique alveolar) y colapso alveolar
(disminucidn de la proporcidn aire/tejido) °. Tradicionalmente estas medidas se realizan de forma manual
a partir de técnicas como, por ejemplo, las técnicas de estimaciones estereoldgicas. En el ultimo tiempo,
las nuevas tecnologias han permitido la digitalizacién de las imagenes y la informacién de un evento en
términos de pixels. Esto ha facilitado la posibilidad de realizar medidas digitales de manera semi

automatica a través de diferentes softwares como ImageJ o Image-Pro-Plus *°.

Contexto del proyecto

La presente propuesta se enmarca dentro un area de investigacidon que se desarrolla en la Unidad de
Bioimagenologia Avanzada (Departamento de Fisiopatologia) bajo la direccion del Dr. Leonel Malacrida. El
mismo corresponde al proyecto de doctorado de la Mag. Maria José Garcia que estd enfocado en evaluar
la utilidad de la microscopia no-lineal y de autofluorescencia resuelta en el tiempo (FLIM) como
herramienta para la caracterizacion anatomo-patolégica de tejido pulmonar proveniente de modelos de
lesién pulmonar ®. El proyecto plantea el desarrollo de un nuevo método de diagndstico de patologias
respiratorias usando microscopia DIVER (multifotdn y bajo gran dispersidn) y el posterior andlisis de los
resultados utilizando métodos de “aprendizaje automatico”. Para lograr este objetivo se desarrollaron
modelos experimentales de Lesién Pulmonar Aguda (LPA) en ratones C57BL/6 y knock-out para ApoE. Este
modelo experimental ha sido mayoritariamente utilizado en los estudios de patologias metabdlicas,
inflamacién y envejecimiento 7189, sin embargo, mas recientemente se ha empezado a evaluar como
modelo de patologia cardiopulmonar, asociado a la ocurrencia de inflamacién y deterioro de la funcidn

pulmonar 20242223 E| modelo APOE KO con alimentacidn rica en grasas nos permite desarrollar un modelo
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de LPA mas “real”, donde los individuos presenten una patologia de base que podria exacerbar o atenuar
los estimulos de la LPA22425 Esto nos permite caracterizar modelos més complejos de LPA combinados
con patologias secundarias. Ademas, de las medidas de autofluorescencia, fibrosis/lipidosis de las muestras
de pulmén por el microscopio DIVER, se pretende caracterizar los modelos experimentales de lesién
pulmonar en términos fisiopatoldgicos y bioquimicos. Por lo cual, ademas, se medird la mecanica
ventilatoria, la bioquimica y biofisica del surfactante pulmonar, asi como la histologia pulmonar. Dentro
del analisis histolégico convencional se medird el colapso alveolar y edema pulmonar como indicadores de
LPA. El protocolo de criado y dieta fue previamente aprobado por el Comité de Cuidado de Animales
(Protocolo Numero 014-14, responsable Carlos Escande) del Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay y
todo el protocolo abordado en el proyecto fue aprobado por la Comisién Honoraria de Experimentacion
Animal (CHEA) (Protocolo 714, responsable Leonel Malacrida). El desarrollo del modelo experimental de
lesion pulmonar inducido por LPS en ratones C57BL/6 asi como la caracterizacion del modelo experimental
de lesién pulmonar en términos fisiopatoldgicos: medicion de mecdanica ventilatoria y la obtencién de

muestras histoldgicas de tejido pulmonar ya fue realizada por los responsables de la investigacion (detalles

en anexo). En la presente propuesta se plantea realizar el analisis histoldgico a partir de estas muestras.



OBIJETIVOS
Objetivo General

Analizar el colapso alveolar en un modelo experimental de lesion pulmonar inducida por
Lipopolisacérido (LPS) en ratones C57BL/6 a partir del procesamiento de imagenes histoldgicas. A su vez,

analizar como influye el andlisis de distintos observadores en los resultados obtenidos.
Objetivos Especificos

e Entrenarse en el manejo de la microscopia de transmision como herramienta fundamental para
el andlisis histoldgico.

® Caracterizar los diferentes grupos experimentales de lesidn pulmonar en términos
fisiopatoldgicos e histoldgicos.

e Obtener medidas de proporcion aire/tejido (colapso alveolar) y espesor de la pared alveolar
(edema pulmonar) en las muestras de tejido pulmonar control y patolégicos utilizando software
libre de andlisis de imagenes (Imagel).

e Analizar la variabilidad de medidas entre los diferentes subgrupos.

e Realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos y la comparacién de los distintos grupos

experimentales y las diferentes variables en estudio.



MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio experimental longitudinal, en imagenes histoldgicas de tejido pulmonar provenientes

de un modelo experimental de LPA por instilacién de LPS en ratones C57BL/6.

A partir de cortes de tejido pulmonar teiidos con hematoxilina y eosina se tomaron imagenes de
microscopia de transmisidon con un microscopio de Epifluorescencia Nikon TiF LC, usando un objetivo
Olympus UPlanFL N 40x 0.75NA y el software NIS-Elements. El microscopio cuenta con una camara Nikon
Digital Sight DS-Filc (8 bits RGB), una platina motorizada x/y ASI modelo MS-2000. Se tomaron 10 imagenes
aleatorias por cada muestra histoldgica de tejido que corresponde al pulmdén de un ratdén. Se analizaron
100 imagenes para cada grupo de estudio. Las imagenes se guardaron en nuestro servidor NAS Synology
DS920+ Desktop (4 Bahias), 40TB.

Las imdagenes se obtienen en formato RGB por lo que el primer paso del andlisis consiste en convertir las
imagenes RGB a imagenes en escala de gris y profundidad de 8 bits.

Pararealizar la medida de grosor de tabique, se procede a seleccionar en la barra de herramientas la opcion
“straight”, funcién que permite realizar una linea recta en el ancho del tabique. Luego de lo cual se
selecciona la opcién “Analyze-Measure” que permitird obtener el valor de ancho del tabique analizado.
Este procedimiento debe realizarse para al menos 10 tabiques en una misma imagen, dando como
resultado una tabla que expresa los valores de todos los tabiques que luego serdan promediados. Los datos
fueron tomados por tres subgrupos en medidas independientes. Los subgrupos fueron compuestos por
dos integrantes cada uno, los cuales evaluaron las mismas imdagenes correspondientes a pulmones de
ratones no dafiados (ND) y a instilados (INS). Cada uno de estos subgrupos reunié los datos obtenidos para
realizar el siguiente analisis. Se analizan las siguientes variables: diferencias entre los grupos ND e INS,
tomados por cada subgrupo de trabajo; y la diferencia en la toma de datos entre los tres subgrupos
nombrados.

Para las mediciones de area de colapso alveolar las imagenes RGB obtenidas se convierten a escala de
grises (8 bits) y posteriormente se procede a obtener una mascara de los pixeles de interés, en este caso
el espacio alveolar (zonas claras), ajustando el rango de pixeles en el histograma de intensidad (threshold).
Esto se transforma en una mascara al convertir la imagen intensidad en una binaria (blanco y negro), la
cual sera la informacidn necesaria para proceder con el analisis. El color negro corresponde a la region de
interés. Antes de obtener los datos es necesario eliminar los pixeles de ruido y suavizar. Con este fin se
aplica un filtro close 11x11. Finalmente, una vez bien definida la imagen se realizara la medicion de area,

para eso, vamos a pseudocolor, seleccionamos la opcién File y dividimos la imagen en 2 colores. La imagen



obtenida muestra ahora la zona de interés en color rojo y la opcién Areas permite obtener el valor del drea

de interés.
Analisis estadistico:

Primeramente, se estudid la normalidad de los datos. Si los datos pasaban el test T de normalidad entonces
se procedia a realizar los test paramétricos. Los resultados obtenidos a partir de la histologia (Medida de
grosor de tabique y Colapso alveolar) se compararon y analizaron mediante un analisis de Varianza
(ANOVA) cuando se trataba de comparaciones entre mas de 3 grupos y test de “t” (student) cuando se
compararon 2 grupos. Los resultados se expresardn como Media + desvio estdndar. Se consideraran como
valores significativamente diferentes valor p < 0.05. Se utilizard el software GraphPad Prism 4.01 para el
analisis estadistico. Para la representacion de los resultados estadisticos se utilizaron graficas en violin plot

y box and whiskers plot.

PROTOCOLO DE CALIBRACION DE MICROSCOPIO:

Este protocolo tiene como objetivo guiar el proceso de calibracion del microscopio para obtener imagenes

de alta calidad y precisién para el posterior andlisis de muestras.

Materiales/Equipo:
- Microscopio de Epifluorescencia Nikon TiF LC.
- Objetivo Olympus UPlanFL N 40x 0.75NA.

- Software NIS-Elements.
Procedimiento:

1. Conectar todos los componentes a utilizar: microscopio, computadora, asegurandose de que
estén correctamente conectados. Seleccionar el canal dptico y verificar que la camara del
microscopio esté encendida y funcionando correctamente antes de continuar.
Abrir el software NIS en la computadora y seleccionar la opcién "live" para activar la visualizacién

en tiempo real.
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Colocar el objetivo en el microscopio en su posicidon correspondiente, luego la platina. Asegurarse
de que esté nivelada y en posicion adecuada, para asi colocar el preparado de manera invertida
en el portaobjetos, (dado que la luz incide desde arriba y el objetivo esta debajo del preparado).
Iniciar el enfoque de la muestra utilizando en primer lugar el macro, y posteriormente el micro

hasta obtener una imagen en foco, utilizando un nucleo del preparado como referencia.

Preparado
histolégico

» L 2 / Platina

Verificar que esté seleccionado el disco adecuado para la iluminacidn Kohler. Y proceder a realizar

la alineacién  Kohler para lograr un plano de iluminacién  homogéneo.

Cerrar el diafragma superior de manera tal que nos permite centrar y poner en foco el hexagono
que se forma en la imagen.
Usando el tornillo de foco del diafragma ajustar la distancia hasta obtener una imagen en enfoco.
Utilizar los tornillos y ajustes para alinear la imagen y asegurarse de que esté correctamente

iluminada.
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5. Moviendo los tornillos de alineaciéon ajustar el diafragma en el centro de la imagen.

6. Abrir el diafragma nimero 1 hasta que el hexdgono se desplace ligeramente hacia afuera de
nuestro campo de vision (Field of view).

7. Ajustar el diafragma inferior hasta que se logre una imagen con el contraste adecuado.

8. En el microscopio, cambiar la visualizacion de "EYE" a "SIDE" para obtener imagenes con la
camara.

9. Re-ajustar el foco para la cdmara y obtener 10 imagenes por muestra.

Nikon

eCLipse

10. Obtener la imagenes utilizando el software NIS de Nikon, guardar y nombrar cada archivo con su
numero de muestra correspondiente.
11. Almacenar la imagen en la carpeta y formato adecuado:

"Carpeta Maria José > Carpeta MC 2023" > Convertir el formato del archivo a .Tiff

Al finalizar:

1. Cerrar el software y desconectar todas las partes vinculadas con el microscopio.

2. Retirar la muestra del stage motorizado.

12



3. Cubrir el microscopio con su cubierta protectora.

El protocolo asegura una calibracién adecuada del microscopio para que la calidad de las imagenes

obtenidas y su reproducibilidad en diferentes dias permita un analisis comparativo.
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RESULTADOS

1. Obtencién de imagenes

Una vez entrenados en el uso de la microscopia de transmisién y de acuerdo al procedimiento planteado

previamente se obtuvieron imdgenes. A continuacion, se seleccionaron 10 imagenes representativas del

grupo control (B6ND) (Figura 1) y del grupo con LPA inducida por instilacién de LPS (B6ND-INST) (Figura

2).

Grupo B6ND:

Figura 1: Cortes histologicos de pulmones de ratones C57BL/6 no dafio, correspondientes al grupo B6ND,

tefiidos con hematoxilina y eosina. Aumento 40x.
A-B-C) Raton 54-21. D) Raton 47-21. E) Raton 52-21. F) Raton 70-21. G- H-1) Raton 93-21.J) Raton 92-21

Grupo B6ND-INS:

Figura 2: Cortes histoldgicos de pulmones de ratones C57BL/6 instilados, correspondientes al grupo
B6ND-INS, tenidos con hematoxilina y eosina. Aumento 40x.
A-B) Ratdn 46-21. C-D) Ratén 63-21. E) Ratdn 65-21. F-G-H) Ratdn 66-21.1-)) Ratén 67-21.
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2. Medidas de grosor de tabique
Se realizaron las medidas de grosor de tabique para ambos grupos por parte de los 3 subgrupos de trabajo.
En la figura 3 se pueden observar los resultados finales de las medidas para el grupo ND, INS y para la
relacion ND/INS. En la tabla 1 se puede observar el andlisis estadistico, se realizé un test de t para la
comparacion estadistica de medias. Como resultado, se observd una diferencia estadisticamente
significativa con un valor P <0,0001 para cada uno de los grupos (INS-ND) correspondiente a cada

subgrupo.

Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
6- Q
44

- -~ .
0T 0 T T T 0 T T T

ND INS INS-ND ND INS INS-ND ND INS INS-ND

*k*

Ancho de tabique (pixeles)
Ancho de tabique (pixeles)
IS
1
Ancho de tabique (pixeles)
F =N
1

Figura 3: Comparacion entre grupo no dafio (ND} y grupo instilado (INS) de cada subgrupo de trabajo (subgrupo 1,2,3).
Grupo no dafio (ND), Grupo instilado (INS), Diferencia entre medias (INS-ND)
(***) valor P <0,0001

Tabla 1: Test de t intra subgrupos

T student Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3
Valor P <0,0001 <0,0001 <0,0001
Una o dos colas Dos colas Dos colas Dos colas
Media ND 0,6974 0,4810 0,5826
Media INS 6,079 4,906 4,577
Delta + DE 5,381 +0,2667 4,425 + 0,2605 3,995 + 0,2949
Icr;t:;\;ilzoad;S% 4,821 - 5,942 3,878 — 4,973 3,375-4,614
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Para entender la variabilidad de medida entre los tres subgrupos posteriormente se realizd la
comparacion entre los mismos. Para eso se utilizdé un analisis estadistico de tipo ANOVA comparando los
tres grupos ND y los tres grupos INS. Los resultados se pueden observar en las tablas 2 y 3, los cuales

mostraron diferencias entre los grupos ND e INS estadisticamente significativa entre los diferentes

subgrupos (Figura 4y 5).

Comparacion de subgrupos

- —
T 8- 1
=
a
g O
=3
g 4-
8 .
£ 24
c ..
-4 o o
0 1 ]

Figura 4: Analisis estadistico de la comparacion intra subgrupos.
Se realizd ANOVA para grupo ND y ANOVA para grupo INS
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Tabla 2: Comparacion entre subgrupos

Test de Tukey para|Diferencia de medias [IC 95% \Valor P
muiltiples comparaciones

Grupo 1 ND vs Grupo 2 ND [0,2164 -0,5944 to 1,027 0,9683
Grupo 1 ND vs Grupo 3 ND (0,1148 -0,6961 to 0,9257 0,9983
Grupo 1 ND vs Grupo 1 INS |-5,381 -6,192 to -4,570 <0,0001
Grupo 1 ND vs Grupo 2 INS [-4,209 -5,020 to -3,398 <0,0001
Grupo 1 ND vs Grupo 3 INS |-3,880 -4,691 to -3,069 <0,0001
Grupo 2 ND vs Grupo 3 ND [-0,1016 -0,9125 to 0,7092 0,9990
Grupo 2 ND vs Grupo 1 INS |-5,598 -6,409 to -4,787 <0,0001
Grupo 2 ND vs Grupo 2 INS |-4,425 -5,236 to -3,614 <0,0001
Grupo 2 ND vs Grupo 3 INS [-4,096 -4,907 to -3,285 <0,0001
Grupo 3 ND vs Grupo 1 INS |-5,496 -6,307 to -4,685 <0,0001
Grupo 3 ND vs Grupo 2 INS [-4,324 -5,134 to -3,513 <0,0001
Grupo 3 ND vs Grupo 3 INS |-3,995 -4,806 to -3,184 <0,0001
Grupo 1 INS vs Grupo 2 INS|1,173 0,3617 to 1,983 0,0011
Grupo 1 INS vs Grupo 3 INS [1,501 0,6905 to 2,312 <0,0001
Grupo 2 INS vs Grupo 3 INS [0,3289 -0,4820 to 1,140 0,8357

IC: Intervalo de confianza
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Tabla 3: ANOVA grupo ND

Tabla ANOVA SC GL McC F (DFn, DFd) Valor P
Entre-grupos (regresion) 0,2345 2 0,1173 F(2,27)=28,70 P<0,0001
Intra-grupos (residual) 0,1103 27 0,004086

Total 0,3448 29

SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, MC: media cuadratica.

Tabla 4: ANOVA grupo INS

Tabla ANOVA SC GL MC F (DFn, DFd) Valor P
Entre-grupos (regresion) 12,46 2 6,229 F(2,27)=8,314 P=0,0015
Intra-grupos (residual) 20,23 27 0,7492

Total 32,68 29

SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, MC: media cuadratica.

Tabla 5: ANOVA INS-ND

Tabla ANOVA SC GL MC F(DFn,DFd) Valor P
Entre grupos (regresion) |272,6 4 68,15 F(4,45)=150,9 [P<0,0001
Intra-grupos (residual) 20,32 45 0,4516

Total 292,9 49

SC: suma de cuadrados, GL: grados de libertad, MC: media cuadratica.

Una vez realizado el analisis comparando los subgrupos de trabajo, y las diferencias que presentan tanto
en ND como en INS, se analiza la diferencia de las medidas a partir del estudio de un Unico ratén. Con cada
ratén se midieron 10 tabiques por imagen obtenida, y a su vez 10 imagenes por raton, por lo cual cada
promedio de estudio utilizado en los analisis previos era el resultado de 100 medidas. Se tomé al ratdn
104 INS como referencia para analizar las 10 imagenes, de las cuales se tomaron 10 campos de cada una.
En la figura 5A se puede observar la variabilidad en la medida del tabique a pesar de ser el mismo ratén.
Mientras que en la figura 5B se observa el promedio de las mismas, el cual representa la medida Unica de

estudio del ratdn en los analisis previos.
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Variabilidad intra grupo

B) Promedio de las medias

1
1 2 3 4

Campos pulmonares

5

A)
15+
3
% 104
s '
z A
s 8
% —
2 ) g
E \ /
o 1 1 | | 1 | 1 1
9 10

7

Figura 5: Analisis estadistico de la variabilidad intragrupo.
Datos obtenidos de las medidas correspondientes al raton 104 INS, del subgrupo 3.

A) Variabilidad de campos pulmonares dentro de un mismo raton (Raton 104). Relacion entre ancho
de tabiques y campos pulmonares.

8)

15+

10+

Se estudié la variabilidad entre los campos de un mismo ratén mediante un ANOVA. Se obtuvo un valor P

estadisticamente significativo de 0,0007. Estos resultados pueden observarse en la tabla 6.

La comparacién entre-grupos representa la diferencia entre los distintos campos de un mismo ratdn,

mientras que el intra-grupos representa las variaciones entre las medidas del mismo campo.

Tabla 6: ANOVA raton 104 INS

Tabla ANOVA SC GL MC F (DFn, DFd) Valor p
Entre-grupos 61,29 8 7,661 F(8,81) = 3,842 P=0,0007
Intra-grupos 161,5 81 1,994

Total 222,8 89

SC: suma de cuadrados. GL: grados de libertad. MC: media cuadratica.
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3. Maedida de colapso alveolar
Se realizaron las medidas de colapso alveolar para ambos grupos de trabajo (Figura 6). Se analizé la
relacion espacio alveolar/érea total utilizando un test de t para la comparacion estadistica de medias
(Tabla 7). Como resultado, pudimos observar una diferencia estadisticamente significativa con un valor P

<0,0001 para la relacion EA/AT de los grupos INS-ND.

Colapso alveolar
100+ wes

§_

-

L] 60

o

Q

b

® 40

2

=

S 20-

7]

w

0 1 1
ND INS

Figura 6: Relacion espacio alveolar/area total entre
grupo de ratones INS y grupos ND.

Tabla 7: Relacién Espacio alveolar (EA)/Area total (AT)

T student EA/AT

Valor P <0,0001

Una o dos colas Dos colas
Media ND 66,74

Media INS 37,19

Delta + DE -29,55 £ 1,443
Intervalo de confianza 95% -32,40; -26,71
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DISCUSION

Uno de los ejes al inicio de la investigacion fue comparar estadisticamente los distintos grupos
experimentales y valorar qué variables inciden a la hora de registrar las medidas. Con este objetivo en
mente los primero que se planted realizar fue valorar si existia una diferencia estadisticamente
significativa entre los pulmones sometidos a una injuria pulmonar aguda (INS) y los no dafiados (ND).
Existid una diferencia significativa entre los grosores de tabique de los pulmones no dafiados (ND) y los
instilados (INS), esto se debe a los efectos que la injuria pulmonar aguda puede tener sobre pulmones
sanos, como se abordé en la introduccion.

También, se puede apreciar indirectamente una diferencia entre el promedio de las medidas de los 3
subgrupos, donde dos de los mismos tuvieron graficas bimodales y uno se asemeja a una distribucién
normal, con lo cual se comienza a observar una variabilidad entre subgrupo al tomar las mismas.

Al comparar entre los subgrupos se obtuvieron diferencias significativas en los resultados medidos, efecto
gue se plantea pueda deberse al sesgo de cada observador, dado que los tres subgrupos midieron las
mismas imagenes, tomadas bajo las mismas condiciones.

Sin embargo, el sesgo de cada observador no es la Unica variable que pudo haber afectado los resultados.
En el analisis intragrupo de un tnico ratén INS vemos como, en un mismo observador, los distintos campos
medidos presentan heterogeneidad de valores, esto puede deberse a que el dafio en el pulmdén no se
distribuye de manera homogénea, ya que los sectores mas apicales y mejor ventilados se dafiardn mas
(mayor grosor de tabique) que los sectores basales menos ventilados (menor grosor de tabique), y no
todos los campos fueron obtenidos de un mismo sector.

Por ultimo, también hay otros factores a considerar en la globalidad del estudio, como pueden ser: en qué
condiciones se instilaron a los ratones, la situacion basal de cada ratén, la condicién de los instrumentos
de medida, entre otros.

Posteriormente, se midid el drea total, area sin tejido (espacio alveolar) y area con tejido, se estimo el
colapso alveolar a partir de la relacion espacio alveolar/area total. Se observé que la proporcidn de espacio
alveolar es mayor en los ratones ND que en los INS. Esta diferencia se explica dado que los ratones INS
presentan un grosor de tabique aumentado en comparacion con los ND. A su vez, se aprecia una mayor
variabilidad en la distribucion de los datos en el grupo de INS, dado que el dafo afecta de manera
heterogénea al tejido pulmonar en contraste con el grupo ND el cual tiene una distribucion de datos mas

agrupada.
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CONCLUSIONES

En primer lugar, se logré el manejo de la microscopia de transmisién, generando un protocolo de
calibracion, lo cual constituyd el pilar fundamental de la investigacion.

Fue posible caracterizar los grupos experimentales mediante una busqueda bibliografica previa sobre
lesién pulmonar aguda, lo cual aportd informacién util a la hora de reconocer distintas estructuras
histoldgicas.

Posteriormente, se obtuvieron las medidas de colapso y edema pulmonar en los grupos ND e INS
utilizando un software libre de analisis de imdgenes, para el cual hubo una instancia previa de aprendizaje
brindada por los tutores.

Por ultimo, se realizé el analisis estadistico de los datos obtenidos, donde se puso en evidencia como la
lesién pulmonar aguda puede afectar los tejidos, asi como valorar qué factores inciden en el colapso

alveolar.
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ANEXOS

Estrategia y metodologia de investigacion para la obtencion de las muestras.

Modelo experimental:

Como modelo experimental se plantea usar ratones C57BL/6. Los animales fueron incluidos en el
protocolo a partir de las 8 semanas de edad previa examinacidon de rasgos fenotipos normales. Los
animales se separaron aleatoriamente en dos grupos que denominamos control y LPS. Se alimentaron por
14 semanas ad libitum con dieta normal y se alojaron en condiciones libres de patégenos especificos hasta
dos dias antes del experimento (bioterio del Institut Pasteur de Montevideo). Los animales fueron pesados
peridédicamente (cada semana) para evaluar el incremento en la masa corporal e incluirlos en los grupos
animales de peso aproximadamente igual. Dos dias antes del experimento los animales fueron
transferidos al bioterio de mantenimiento del Departamento de Fisiopatologia donde se realizaron los

experimentos de mecanica ventilatoria. Se usé un n=10 por grupo experimental.

Modelo de lesién pulmonar por LPS:

Se utilizé un modelo de instilacidn intratraqueal de lipopolisacdrido (LPS) de Escherichia coli (055:B5
L2880, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), previamente empleado por Files y colaboradores (Files-2012).
Ratones C57BL/6 fueron anestesiados mediante inhalacion de isoflurano (100 mg / kg). Luego de
corroborar un adecuado plano anestésico, los animales se suspendieron a 45° en una tabla para
intubacién orotraqueal. Un catéter (20G) fue introducido a través de las cuerdas vocales y se instalaron 3
ug/g de LPS o un volumen equivalente de suero fisioldgico (SF). Los ratones recibieron 10 ulL/g de SF
subcutdneo como resucitacion preventiva y libre acceso a agua y comida. Este modelo se caracteriza por
el desarrollo de una lesién pulmonar aguda (LPA) subletal, que es maxima a los 3-4 dias y se resuelve
progresivamente en el transcurso de 10 dias. Los animales se evaluaron en términos de la mecanica

ventilatoria (MV) a los 4 dias post-LPS %6,

Mecanica ventilatoria (MV):

Previamente a la MV los animales fueron sometidos a anestesia general con pentobarbital sédico (50 mg/k
i.p.), se incluyé anestesia local en la regidn del cuello para diseccidon anterior y exposicion del sector
cervical traqueal (Lidocaina, 3 cc). Se realizé una incisidn parcial anterior de la misma con bisturi para
colocar un catéter plastico que funcioné como sonda traqueal. La misma se fijé con sutura de lino y se
administré 02 suplementario a través de una pieza en “T” mientras se administra relajante muscular

(Atracurio, intraperitoneal 5 mg/kg) con posterior conexion a un ventilador para pequefios animales
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(Samay MVR 17), con mezcla de O2 para asegurar vitalidad del animal. La MV se realizé utilizando el
protocolo previamente descrito por Malacrida y colaboradores, el cual consiste en la obstruccidn al final
de la expiracidn y estudio de la relajacidn en las presiones traqueal y transpulmonar 26 . Para lo cual es
necesario incluir en la via aérea un neumotacdgrafo con un sensor de presion diferencial para medir flujo
(PNEUO1World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, USA) y un segundo sensor de presion para medir
la presion traqueal (PNEUO5 World Precision Instruments, Inc., Sarasota, Fl, USA), ademas una sonda
gastrica fue conectada a un sensor de presion para medir la presién transpulmonar (Statham P23BC, Hato
Rey, Puerto Rico, EE. UU). Con el andlisis la MV se calcularon los diferentes parametros de mecanica
respiratoria (sistema respiratorio, pulmon y toracico) que se utilizaron para evaluar los diferentes grupos

%6 posteriormente al protocolo de MV se realizéd la eutanasia del animal mediante

de animales
exsanguinacion en el peritoneo de la aorta descendente o cava inferior. Los pulmones fueron extraidos
en bloque y fijados en paraformaldehido al 10%. Todo el protocolo con animales fue aprobado por la

Comisién de Etica en el Uso de Animales, (Exp. N2 070153-000571-19).

Histologia:

Luego de medir la mecanica respiratoria se extrajeron los pulmones y se fijaron en formol durante 24hs.
Se deshidratd el tejido en 5 pasajes de 30 minutos con alcohol de graduacién creciente (alcohol 50°, 70°,
96° e isopropilico) y un pasaje de 30 minutos por cloroformo. Posteriormente se embebieron en parafina
y se realizaron cortes histolégicos seriados (Aproximadamente 20 cortes por lamina). El tejido pulmonar

fue tefiido con hematoxilina y eosina.
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