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1. RESUMEN

La vasculatura linfatica corresponde a un componente integral del sistema
linfatico. Esta vasculatura, es una red de vasos linfaticos que recorren todo el
organismo y es la encargada de drenar los liquidos intersticiales y productos
metabdlicos (denominados linfa) y transportarlos hasta la vasculatura sanguinea.

Un problema que puede afectar la vasculatura linfatica es producido por un
deterioro en la capacidad de drenaje causado por la obstruccion o la hipoplasia
linfatica, generando la acumulacion de liquido intersticial, conocido como linfedema,

el cual afecta principalmente a mujeres.

El linfedema se puede dividir en dos tipos, linfedema primario si el defecto en la
vasculatura linfatica se debe a un defecto genético en factores que son esenciales
para la maduracion y formacion de los vasos linfaticos; y linfedema secundario que
es el mas frecuente y supone el 90% del total de los linfedemas, donde la principal
causa que lo origina es la obstruccion. Pese a los avances en farmacologia y
cirugias, el linfedema sigue siendo una patologia cronica, progresiva y sin cura en
la cual no existen marcadores tempranos de la enfermedad que sean capaces de
detectar el desarrollo de este antes que se presente, por lo que es de suma
importancia buscar marcadores moleculares de deteccion temprana de linfedema,
para asi revertir esta patologia que afecta notablemente la calidad de vida de las

personas que lo padecen.

En esta memoria de tesis, proponemos evaluar los niveles de las moléculas acido
hialurénico, quimioquina ligando 12 y leucotrieno B4 en sangre y mediante test de
ELISA, en un modelo experimental de linfedema en cola de ratén, con el fin de
determinar si estas moléculas sirven como predictores tempranos del desarrollo de

esta enfermedad.



2. INTRODUCCION

Nuestro organismo estd formado por dos grandes sistemas vasculares, por un
lado, esta el sistema circulatorio en el cual circula sangre y la vasculatura linfatica,

donde circula linfa.

El sistema vascular linfatico corresponde a una red de capilares unidireccionales
gue se encargan del transporte de la linfa. Esta red de vasos se conoce como
vasculatura linfatica y tiene como funcion principal mantener la homeostasis de los
fluidos corporales, transportando la linfa rica en proteinas del espacio existente
entre los tejidos y devolverla al torrente sanguineo a través del conducto toracico.
Entre otras de las funciones que presenta este sistema, destacan la absorcion de
grasa de la dieta a nivel del intestino, y el trafico inmunoldgico, ya que, a traves de
estos conductos se produce el transporte de células presentadoras de antigenos

para dirigir la respuesta inmune.

Este sistema estd constituido por dos tipos de vasos linfaticos: capilares y
colectores. Los capilares corresponden a los vasos de menor calibre y estan
conformados por una sola capa de células endoteliales linfaticas unidas entre si por
uniones laxas tipo boton y una membrana basal discontinua que permiten la entrada
de moléculas, fluidos y células desde el espacio tisular al lumen del vaso. Estos
capilares, se conectan a su vez con los colectores los cuales son vasos de mayor
tamafo, también formados por células endoteliales pero conectadas por uniones
mas estrechas tipo cierre. Estos vasos colectores, presentan valvulas para evitar el
reflujo de linfa y una capa perivascular continua de musculo liso que proporciona
actividad contractil para la propulsion de la linfa hasta desembocar finalmente en el

torrente sanguineo, concretamente en la vena subclavia izquierda.



Existen varios defectos que pueden alterar la vasculatura linfatica, en donde se
puede ver afectada su morfologia y funcionalidad. Una de estas alteraciones
corresponde al linfedema, el cual se caracteriza por ser una condicion clinica dada
por la acumulacién localizada de linfa (liquido rico en proteinas intersticiales, grasas,
células inmunes y agua), que genera discapacidad y dolor en la zona afectada. De
acuerdo a la causa que genera el dafio en la vasculatura linfatica, se ha clasificado
a esta patologia en linfedema primario y linfedema secundario. El primario, se
origina por alteraciones genéticas que afectan genes que son necesarios para la
formacion y/o mantencion de la vasculatura linfatica, mientras que en el linfedema
secundario, el dafio producido en la vasculatura se debe a causas externas que
provocan un deterioro en la capacidad de drenaje, generando la acumulacion de
linfa en distintas zonas del cuerpo.

Esta patologia afecta alrededor de 200 millones de personas en el mundo, por lo
gue corresponde a un problema relevante, el cual no tiene cura, y que no existe
forma para poder detectar de manera temprana el desarrollo de linfedema, ya que
la mayoria de los casos en los cuales se diagnostica, el linfedema ya se ha
desarrollado. Es por esto que se hace necesario buscar una forma de deteccion que
permita predecir que una persona pueda desarrollar el linfedema, para asi actuar
de manera temprana y evitar las complicaciones asociadas al desarrollo de esta
condicion.

Es por lo mencionado anteriormente que se postula la hipotesis:

“Un cambio en los niveles en sangre de Acido Hialurénico, Quimioquina Ligando

12 y /o Leucotrieno B4, preceden el desarrollo de Linfedema y funcionarian como

biomarcadores de desarrollo temprano de la enfermedad en modelos murinos de

Linfedema primario y secundario.”



3. MARCO TEORICO

3.1 VASCULATURA LINFATICA

El sistema circulatorio se compone de tres subsistemas: el arterial, el venoso y
linfatico. Este Ultimo sistema, corresponde a una red de capilares y vasos
unidireccionales que posee como funcidn principal recoger sustancias que deben
retornar al sistema sanguineo, pero que no pueden ser transportadas por las venas
por estar constituido principalmente de proteinas de alto peso molecular. Ademas
de esta funcion de mantener la homeostasis de los fluidos, la vasculatura linfatica
también ayuda al transporte y absorcion de grasas desde la dieta, y proporciona el
medio por donde se transportan distintas células inmunes, como células

presentadoras de antigenos para orquestar la respuesta inmune.

La vasculatura linfatica es un sistema de vasos unidireccionales que comienza
con capilares linfaticos de extremo ciego y que estan constituidos por una capa
unica de células endoteliales linfaticas (LEC) conectadas entre ellas por una
estructura de uniones discontinuas conocida como uniones tipo botén. Estas LEC
carecen de membrana basal continua, lo que permite la entrada de fluido intersticial
y células al lumen del vaso, haciendo que estos capilares sean altamente
permeables. A su vez, estos capilares linfaticos estan en contacto directo con el
tejido gracias a los filamentos conectivos que atan los vasos a la matriz extracelular
circundante, y lo que permite la absorcién del liquido cuando aumenta la presién del
tejido externo. El liquido intersticial (Ilamado linfa cuando ingresa a los capilares
linfaticos) luego se mueve hacia los vasos pre-colectores, los cuales son vasos
linfaticos que conectan los capilares y los vasos colectores. Los vasos colectores
corresponden a vasos linfaticos de mayor calibre, formados también por LEC y

revestidos por pericitos, células contractiles que proporcionan la fuerza de bombeo
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para el movimiento de fluidos. También presentan valvulas intraluminales que
permiten el fluido unidireccional de la linfa.  Finalmente, los vasos colectores
proporcionan el medio para que la linfa viaje a través de este sistema, para
converger en el conducto toracico a traves de la cual la linfa se transporta a la vena
subclavia para volver nuevamente al torrente sanguineo. (3)

Los conocimientos que se tienen acerca de la linfangiogénesis (crecimiento de
vasos linfaticos a partir de vasos pre-existentes) han mejorado considerablemente
en los ultimos afos gracias al progreso en la identificacion de moléculas reguladoras
y marcadores especificos del endotelio linfatico. Es por esto que se han estudiado
diversos genes implicados en la formacion y/o mantencion de la vasculatura
linfatica, como lo son el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), PROX1 y
FOXC2. Estos genes son expresados progresivamente durante la embriogénesis
de las células endoteliales linfaticas hasta la adquisicion del fenotipo de las células
del endotelio linfatico. Posteriormente, muchos de estos productos genéticos son

necesarios para la diferenciacion del sistema linfatico.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), es una proteina sefializadora
implicada en la formacion del sistema circulatorio embrionario, y en la angiogénesis.
Especificamente, el gen del receptor 3 del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR3, FLT4) fue uno de los primeros marcadores endoteliales linfaticos
descubiertos. Se expresa en todos los vasos tempranamente durante la
embriogénesis y posteriormente su expresion se limita a los vasos linfaticos tanto
en desarrollo como en los ya diferenciados (4). Se ha observado que una disrupcion
total de VEGFRS3 en ratones conduce a la muerte embrionaria en el dia E9.5 debido
al desarrollo defectuoso de los vasos sanguineos de gran calibre que conducen a
una falla cardiovascular. Ademas se ha estudiado que la sobreexpresion de su
ligando, el factor de crecimiento endotelial vascular C (VEGFC) induce hiperplasia
selectiva de la vasculatura linfatica (5). A pesar de la evidencia de que los factores

angiogénicos, como VEGF, controlan varios aspectos del proceso de angiogénesis,



los mecanismos moleculares que subyacen a la regulacién de los genes en los

vasos linfaticos y los tejidos circundantes no se conocen completamente.

El factor de transcripcion Forkhead box protein C2 (FOXC2) es un reconocido
regulador de la formacién y maduracion de los vasos colectores y las véalvulas
linfaticas (Norrmen et al 2009). La pérdida de FOXC2 en ratones conduce a defectos
en la remodelacion linfatica, a la incapacidad de formar valvulas linfaticas y al

aumento de la cobertura de los vasos linfaticos en pericitos (Petrova et al, 2004).

Prox1 (Prospero homeobox 1), corresponde a un factor de transcripcion que
controla el desarrollo de la vasculatura linfatica. Los analisis genéticos, indican que
se requiere de Prox1 para la induccion del destino de células endoteliales linfaticas.
Ratones nulos para el gen Prox1 (Prox1”) estan completamente desprovistos de
vasculatura linfatica, por lo que mueren cerca de la fase embrionaria E14.5. Durante
el desarrollo, la expresion de Prox1l marca el inicio del programa de formacion y
especificacion de la vasculatura linfatica. Estudios in vitro han demostrado que la
sobreexpresion de Prox1l es suficiente para inducir un destino linfatico en el
endotelio vascular al suprimir la expresion de un gran namero de transcritos
especificos de la vasculatura sanguinea y actuando como un interruptor en el
programa que especifica el destino de las células endoteliales linfaticas (LEC) (Hong
et al. 2002; Petrova et al. 2002). Ademas de promover un fenotipo LEC, la actividad
Prox1 se requiere también para mantener la identidad LEC. Por lo tanto, el fenotipo
LEC depende de la actividad constante de Proxl para su mantenimiento, y el
destino de LEC es posiblemente plastico y reprogramable (Oliver & Srinivasan
2010).



3.2 LINFEDEMA

El linfedema corresponde un edema crénico, de mas de tres meses de duracién,
debido a la acumulacion de liquido intersticial causada por un mal drenaje linfatico
(8). Es consecuencia del desbalance entre la produccion de linfa 'y su remocién a
través de la vasculatura linfatica. Se produce linfedema siempre que no existen
vasos linfaticos o los existentes estan subdesarrollados, obstruidos o son
funcionalmente incompetentes.

Desde hace muchos afos, diversos autores han buscado la relacion que existe
entre la acumulacion de liquido y la vasculatura linfatica, ya que el linfedema
corresponde a una patologia comun, pero dificilmente diagnosticada que muchas
veces se confunde con otras enfermedades como obesidad o insuficiencia venosa,
también se puede deber a procesos inflamatorios, donde se presenta una respuesta
inmune desregulada en el cual la deposicion de tejido adiposo y la fibrosis
promueven la alteracion de la fisiologia normal y pérdida de las funciones en la zona

afectada.

Una de las causas que intervienen en la generacion del linfedema, es la
alteracion de la carga linfatica y los mecanismos de transporte de la linfa, lo que
provoca que la capacidad de transporte de este fluido se vea sobrepasada y se
acumule de manera anormal en distintas zonas, preferentemente las extremidades.
Lo que ocurre en condiciones normales, es que la filtracion y reabsorcion de liquido
intersticial se encuentran en equilibrio por lo que no se acumula exceso de liquido
en la matriz extracelular; sin embargo al desarrollarse el linfedema se produce
acumulacion de residuos celulares y bloqueo de la vasculatura linfatica que impide
el transporte normal de células inmunes (9) contribuyendo al compromiso
inmunoldgico local y provocando una vigilancia inmunolégica disminuida. La
inmunocompetencia alterada se debe en parte a que las células dendriticas, los

linfocitos T y los macr6fagos ejercen sus efectos inmunitarios al migrar desde sitios



periféricos a través de los linfaticos a los ganglios linfaticos regionales para

establecer respuestas inmunitarias adaptativas / celulares (10).

Los pacientes que presentan un mayor riesgo de sufrir linfedema son aquellos
gue padecen de cancer, a los cuales se les ha extirpado ganglios linfaticos de la
ingle o axila, y también pacientes que han recibido tratamientos de radioterapia y
gue desarrollan esclerosis ganglionar producto del dafio que se origina en la
vasculatura linfatica. Otro grupo que se encuentra propenso a padecer de linfedema
son los pacientes que desarrollan obesidad, ya que presentan una cicatrizacion mas

lenta después de una cirugia.

El linfedema puede afectar diversas zonas del cuerpo, aunque la mayoria de los
casos afecta extremidades inferiores, y en mucha menor proporcion las
extremidades superiores y los genitales. Algunos de los sintomas que presentan los
pacientes con linfedema destacan la presencia de un edema blando depresible al
tacto; piel blanca y tensa; alteraciones en la movilidad y en la circulacion; asimetrias
de las extremidades afectadas y que con el tiempo presentan aumento de volumen

y pesadez de la zona afectada.

La disfuncion linfatica crénica se traduce gradualmente en inflamacion,
hiperplasia linfatica y engrosamiento de la piel. El linfedema puede comenzar de
forma insidiosa en periodos variables como ocurre después del tratamiento axilar y
pasar de una condicidén apenas perceptible a una que involucra una extremidad
severamente dafiada y tejidos inflamados, donde el estancamiento de proteinas
proporciona un medio excelente para episodios repetidos de linfangitis y celulitis, y
conduce progresivamente a fibrosis intersticial irreversible, hiperqueratosis y la
remodelacion tisular. “Habitualmente el linfedema se produce como resultado de las
disfunciones o alteraciones a distintos niveles de las vias de drenaje (capilares,
colectores, ganglios o troncos linfaticos principales). En ocasiones, malformaciones
linfaticas localizadas, que generalmente son asintomaticas, pueden interferir en el
drenaje linfatico produciendo un edema localizado” (11).
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Existen estadios clinicos de linfedema, los que se basan en las manifestaciones
clinicas que presentan los pacientes: el estadio 0, estadio |, estadio Il y estadio IlI.
El estadio 0 o subclinico puede existir por meses o afios y pasar desapercibido. El
estadio | (incipiente) se manifiesta porque la acumulacién de fluidos disminuye al
elevar la extremidad afectada, y el volumen del miembro aumenta menos de un
20%. En esta etapa, el edema se define como duro elastico y depresible a la
palpacion. El estadio Il o avanzado, en el cual la acumulacién de liquido no
disminuye al elevar la zona afectada, y el exceso de volumen alcanza al 40 %, en
este punto el edema no es depresible. Finalmente el estadio Il o fibrotico el edema
sigue siendo no depresible, pero se presenta un engrosamiento de la piel, aumento

de los pliegues cutaneos y presencia de verrugosidades (12).

El linfedema corresponde a un problema importante que afecta a la poblacion
mundial. En Estados Unidos, uno de los paises donde se conoce la incidencia de
esta patologia, se estima que afecta alrededor de 3 millones de personas y se

presenta con mayor frecuencia en el género femenino.

En la bibliografia se encuentran diferentes sistemas de clasificacion del
linfedema basados en la clinica, la etiologia, la topografia, la edad de inicio u otros
aspectos, sin embargo la clasificacibn mas aceptada es la propuesta por la
International Society of Lymphology quien lo clasifica en linfedema primario y

linfedema secundario dependiendo de como se origina.

11



3.2.1 LINFEDEMA PRIMARIO

El linfedema primario, es aquel que tiene su origen en algun defecto genético, lo
que conlleva a un dafio en la vasculatura linfatica. Estas mutaciones genéticas,
afectan genes que son necesario ya sea para la formacion y/o mantencion de la
vasculatura linfatica lo que conduce al subdesarrollo de los vasos linfaticos
(hipoplasia o aplasia), y al mal funcionamiento de su capacidad de drenaje de la

linfa.

El linfedema primario es raro, y puede ser una enfermedad aislada o parte de un
sindrome mas complejo y la mayoria de los casos, se heredan con un rasgo

autosdmico dominante.

La prevalencia de linfedema es dificil de estimar, presentandose casos de 1:
6000 a 10.000 nacidos vivos, con un predominio del género femenino, estimando

gue afecta a 10 mujeres, mientras que se presenta solo en 1 hombre (13).

El linfedema primario, se ha clasificado en tres tipos dependiendo de la edad
de aparicion de la patologia. Cuando este se presenta al momento del nacimiento
se asocia a la enfermedad de Milroy y se conoce como linfedema congénito. Cuando
aparece después del nacimiento y antes de los 35 afios de edad, se le conoce como
linfedema precoz y este se observa en la enfermedad de Meige. Finalmente, el
linfedema tardio es aquél que se vuelve clinicamente evidente después de los 35
afios de edad. Este ultimo se produce por una anomalia del desarrollo del sistema
linfatico, que se vuelve clinicamente evidente solo después de los 35 afios y a
menudo precipitado por un traumatismo, un proceso inflamatorio, infecciones o tras

un periodo de inmovilidad. (18)

La enfermedad de Milroy, es debida a una mutacion inactivadora sin sentido
en el gen Flt4 el cual codifica para el receptor VEGFR3. Esta mutacién produce una

hipoplasia en la vasculatura linfatica y se caracteriza por la presencia de linfedemas
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de las extremidades inferiores, presentes desde el nacimiento o que se desarrollan
en el primer afio de vida. Su incidencia es de 1 caso por cada 33.000 nacimientos y
afecta por igual a ambos sexos. El edema, es bilateral, y por debajo de las rodillas,
aunque puede ser asimétrico y localizado en miembros superiores, y aunque se han
presentado casos de derrame pleural o ascitis quilosa en general no se asocia con

anormalidades linfaticas a otros niveles. (15)

El linfedema precoz en la enfermedad de Meige, es la forma mas comdn de
linfedema primario. También se presenta en mayor proporcion en mujeres y el 70
% de los casos son unilaterales. A diferencia de la enfermedad de Milroy, este
presenta casos esporadicos, debutando en la pubertad y afectando las
extremidades bajo la rodilla.

Estudios realizados en modelos murinos, han demostrado que la pérdida de
FOXC2 conduce a defectos en la remodelacion linfatica, y por ende una falla en la
formacion de las valvulas linfaticas, lo que causa una falla valvular con reflujo (16).
En los seres humanos, las mutaciones inactivantes de FOXC2, producen
Linfedema-distiquiasis, una forma de linfedema que se expresa en forma
autosomica dominante. Aparece entre los 8 y 30 afos, y se asocia a otros tipos de
patologias, como varices, cardiopatias congénitas, anormalidades vertebrales,
hemangiomas y estrabismo. A diferencia del sindrome de Meige, que presenta una
mayor incidencia en mujeres, en el linfedema-distiquiasis hay mayor afectacién de

los varones en la infancia, y mayor severidad. (17)
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3.2.2 LINFEDEMA SECUNDARIO

El linfedema secundario se adquiere por dafio u obstruccion de la vasculatura
linfatica, vasos que previamente se encontraban normales. Este dafio puede ser
producido por procesos de enfermedad, infeccion, traumatismo, cirugia, obesidad o
como consecuencia de intervenciones terapéuticas asociadas al cancer. Este dafio
afecta la funcién de la vasculatura, y permite la filtracion del liquido drenante hacia
los tejidos adyacentes, provocando la acumulacion de estos y la generacion del

edema.

Este tipo de linfedema, generalmente afecta las extremidades inferiores y en
menor medida las extremidades superiores, aunque también hay casos en los que
se desarrolla en el pecho, cabeza y genitales, el cual va acompafado por una lesion
color piel amarronada, dura, no depresible y aspera al tacto. Un signo tipico de este
tipo de linfedema, es el signo de Kaposi Stemmer, que consiste en la imposibilidad
de pinzar la piel del dorso del segundo dedo del pie, mientras que en el paciente sin
linfedema se pellizca el pliegue con facilidad (19). Lamentablemente, estos signos
de deteccion solo sirven para confirmar la patologia, pero no como método de

deteccion temprana previo a la formacion del edema.

La cirugia de cancer de mama es la principal causa de linfedema secundario en
paises desarrollados producto de la remocion de nodos linfaticos o la radiacion a la
gue son sometidos los pacientes con cancer. “Las células tumorales metastasicas
gue con frecuencia se propagan a los ganglios linfaticos requieren cirugia y
radioterapia, que destruye la red de vasos linfaticos y conducen a un deterioro del
flujo linfatico.” (20)

La predisposicion a desarrollar linfedema post-linfadenectomia parece depender
de factores genéticos, pero los genes de susceptibilidad no se han identificado hasta
ahora (21). El dafio a los linfaticos también puede resultar de infecciones

bacterianas de la piel (como la erisipela) o de los vasos linfaticos (linfangitis), que
14



generalmente son causados por infecciones por estreptococos o estafilococos,

respectivamente (21).

La filariasis (elefantiasis) es una infeccion de los linfaticos por los gusanos
parasitos Wuchereria bancrofti, Brugia malayi o Brugia timori, que conduce a la
obstruccion y cicatrizacion de los vasos linfaticos y al linfedema crénico de las
extremidades inferiores u 6rganos genitales. El inicio de la filariasis se desencadena
por una reaccién inflamatoria filarial especifica que estimula la produccion de VEGF,
VEGFC y VEGFD, que conducen a una hiperplasia persistente de los vasos
linfaticos (22). La filariasis es la principal causa de linfedema en todo el mundo y

afecta a aproximadamente 100 millones de personas.

El linfedema secundario no tiene cura y se presenta con diferente proporcion en
distintas patologias, sin embargo, no existe una relacion de por qué ciertos
pacientes desarrollan el linfedema y otros no, aunque se conoce que un alto
porcentaje de personas que se someten a la remociéon de ganglios linfaticos, como
consecuencia de cancer, puede presentar este linfedema, lo que genera

incapacidad, dolor y deformidad de la extremidad afectada.
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3.3. TRATAMIENTO DEL LINFEDEMA SECUNDARIO

No existe en la actualidad un tratamiento curativo del linfedema. Esto sumado al
hecho de que esta patologia resulta imposible detectarla a tiempo ya que se
diagnostica cuando ya se ha formado el linfedema, crean la necesidad de contar
con una herramienta de diagndstico temprano para su prevenciéon. Actualmente el
tratamiento del linfedema se basa en medidas paliativas, que tienen por objetivo
disminuir el volumen de la extremidad afectada, reducir los sintomas y evitar la
progresion y posibles complicaciones. El objetivo del tratamiento es alcanzar un
balance entre la carga proteica linfatica, y la capacidad de transporte de la linfa.
Para ellos es necesario un tratamiento fisioterapéutico a largo plazo, donde se
busca obtener una reduccion del volumen, la recuperacion funcional y, en la medida
gue sea posible, la desaparicidon del dolor; pero también mejorias en la condicion de
la piel, reduccion de la fibrosis y en caso que hubiera, tratamiento de procesos
infecciosos. Para esto, se recomienda la realizacion de fisioterapia descongestiva
la cual consiste en un drenaje linfatico manual o la compresion externa que busca
potenciar el efecto de la valvula muscular y reducir la filtracion capilar. También esta
recomendado como tratamiento, el uso de diuréticos que mejoran levemente el
linfedema, dado que solo reducen la filtracion capilar indirectamente a través de la

disminucién del flujo sanguineo.

Uno de los principales avances, destaca la cirugia, ya que constituye una terapia
paliativa que consiste en la escision de tejidos, sin embargo, solo se realiza a

pacientes con linfedema muy avanzado y que afectan miembros inferiores.
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3.4 COMPLICACIONES DEL LINFEDEMA

Una de las principales complicaciones, corresponde al edema, que se asocia a
pesadez y prurito, reduccion de la movilidad y problemas estéticos. Las infecciones
corresponden a la segunda causa de complicaciones en los pacientes con
linfedema. Lo mas comun, es que presenten cuadros de celulitis y linfangitis, al igual
gue pueden presentar vomitos, fiebre y cefaleas. Ademas, la presencia de
infecciones reiteradas puede conducir a un empeoramiento del linfedemay al mismo
tiempo favorecer el desarrollo de nuevas infecciones, lo que afecta enormemente la

calidad de vida de las personas que lo padecen.

Otra complicacion corresponde al linfagiosarcoma, una neoplasia asociada al
linfedema, pero de muy baja frecuencia, y que es comun que se desarrollen en los
brazos después de la cirugia por cancer de mama, donde el principal riesgo de esta
neoplasia se atribuye a un deterioro en los mecanismos de inmunovigilancia en el

area afectada.

Como ya se mencion0 anteriormente no existe un tratamiento para el linfedema,
sino que solo medidas paliativas para mejorar la calidad de vida de las personas
gue lo padecen. Ademas, uno de los principales inconvenientes de esta patologia
es que resulta practicamente imposible detectarla a tiempo, debido a la falta de
marcadores moleculares que permitan determinar si un paciente es propenso 0 no
a sufrir linfedema. Investigaciones recientes, han arrojado la presencia de ciertas
moléculas las cuales se encuentran alterados en pacientes con linfedema como en
modelos murinos de linfedema secundario, lo cual indica que pueden existir ciertas
moléculas circulantes en pacientes con linfedema y que puedan utilizarse como

marcadores predictivos tempranos del desarrollo de linfedema.
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4. ACIDO HIALURONICO

El &cido hialuréonico (HA), es un glicosaminoglicano de alto peso molecular
compuesto por disacaridos repetitivos de &cido D- glucorénico y N-Acetil-D-
Glucosamina, unidos por enlaces B (1-3) y que forma parte de la matriz extracelular
del tejido conectivo. Su rol principal es la proteccion fisico-quimica de la membrana
plasmatica y reducir la produccién de citoquinas proinflamatoria. Ademas, destaca
su capacidad para almacenar agua, aumentando hasta 50 veces su peso seco lo
gue le confiere alta elasticidad. Se encuentra ampliamente distribuido en distintos
tejidos del cuerpo, donde es sintetizado para luego ser transportado en la linfa por
los vasos linfaticos y catabolizado en los nodos linfaticos y en el higado.

El HA se sintetiza en la membrana plasmatica, por la accion de enzimas de
membranas denominadas sintasas del acido hialurénico, de las cuales hay 3 formas
gue se expresan en vertebrados (HAS1, HAS2 Y HAS3) y lo hacen de forma
diferencial en los tejidos. La sintesis ocurre en la cara citosoélica de la membrana
plasmatica donde se van ensamblando los monosacéridos, y a medida que se va
sintetizando la cadena de &acido hialuronico va siendo transferida al espacio

extracelular. (23)

HA se metaboliza en los ganglios linfaticos, antes de ingresar a la circulacion
sistémica, y se degrada aproximadamente un 30 % en el higado, por lo que la
vasculatura linfatica corresponde a la principal via de transporte de HA desde los

tejidos.

Investigaciones recientes, han encontrado que pacientes con linfedema
presentan niveles de HA mas altos en los tejidos afectados en comparacion con los
normales. Teniendo en cuenta que la vasculatura linfatica corresponde a la via de
transito del HA, por lo que cualquier dafio que afecte dicha vasculatura genera
cambios en el metabolismo y degradacién del HA, esto generaria la acumulacion en

el intersticio de dicha molécula. A su vez, dificultaria el trafico de células inmunes y
18



por consiguiente la liberacién de citoquinas. Estos acontecimientos, dan lugar a
cambios fisicos asociados con el linfedema, generando incapacidad de las

extremidades afectadas y dolor. (24)

También se han realizado estudios empelando un tratamiento con hialuronidasa,
enzima encargada de la degradacién del HA, en un modelo murino de linfedema.
Se ha observado que el tratamiento con hialuronidasa genera beneficios
terapéuticos en el desarrollo del edema, lo que confirma alin méas la sospecha de
gue el HA podria ser considerado como un potencial biomarcador de dafio linfatico.
(25)
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5. LEUCOTRIENOS

Los Leucotrienos son mediadores lipidicos de corta duracion y corresponden a
un producto del metabolismo del acido araquidénico (AA). Es producido por células
blanco en respuesta a alguna infeccion, promoviendo la migraciéon de neutrdfilos y
otras células inmunes al endotelio. Los leucotrienos corresponden a moléculas
derivadas del AA, mediante la accion de la enzima 5-Lipooxigenasa. Deben su
nombre a que fueron aislados desde leucocitos (leuko) y que hace alusion a tres

enlaces conjugados en su estructura (trienos).

El AA, es liberado de los fosfolipidos de membrana gracias a la accion de la
enzima Fosfolipasa A2, y puede ser metabolizado por dos vias enzimaticas. Por un
lado, puede ejercer su accion la ciclooxigenasa (COX), de la cual van a derivar
prostaglandinas y tromboxanos; y por accion de la Lipoxigenasa, se originan los
Leucotrienos. Es por la accion de esta segunda via enzimatica, en la cual el AA, se
transforma por la accién combinada de la 5-lipoxigenasa (5-LO), y de su proteina
activante (FLAP) a nivel de Ila membrana celular en acido- 5-
hidroxiperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), y en Leucotrieno A4 (LTA4). Este Ultimo
compuesto resulta inestable, por lo que es transformado inmediatamente por la
accion de Leucotrieno A4 hidrolasa en leucotrieno B4 (LTB4), y leucotrieno C4
(LTC4), mediante procesos de hidrdlisis. Ambas moléculas son transferidas al
espacio extracelular donde el LTC4 es transformado de manera secuencial en

leucotrieno D4 y leucotrieno E4 (26) (Figura 1).
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Figura 1: Proceso de sintesis de Leucotrienos. (Xinguo Jiang, Mark R. Nicolls, Wen

Tian, and Stanley G. Rockson. Lymphatic Dysfunction, Leukotrienes, and Lymphedema.)

Los Leucotrienos realizan sus funciones uniéndose a receptores acoplados a
proteina G, BLT1 Y BLT2 actian como receptores para LTB4, mientras que para la
accion de LTC4 Y LTD4 se requieren de receptores de tipo cisteinil (CysLT1 y
CysLT2).

BLT1 presenta una afinidad 20 veces mayor por LBT4, por lo que la mayoria de
las funciones bioldgicas se asocian a este receptor, es por esto, que las funciones
de LTB4 se consideran pro inflamatorias, ya que es un fuerte quimioatrayente y
activador de leucocitos; sin embargo se ha descrito que las funciones de LTB4
varian segun la célula diana. Se ha visto, por ejemplo, que en células madres
hematopoyéticas, LTB4 puede inducir la diferenciacién en células progenitoras y

ademas se tiene evidencia que LTB4 participa en enfermedades cronicas como
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obesidad, diabetes tipo 2 o en la aterosclerosis, provocando el reclutamiento de

monocitos y macréfagos que estimulan el proceso patologico.

Una de las funciones mejor conocidas del LTB4 es su actividad sobre los
neutrofilos, ya que es capaz de promover la migracion de polimorfonucleares, al
mismo tiempo que bloquea la apoptosis de estos e induce la liberacion de los
granulos de neutréfilos, con la generacion de especies reactivas del oxigeno. (3)

Recientes investigaciones en modelos murinos, han presentado el papel de
LTB4 en la patogénesis del linfedema, y su contribucion al proceso inflamatorio que
permite el mantenimiento de la enfermedad. Tian y colaboradores (28) expusieron
en su trabajo el rol de LTB4 y como este se encuentra aumentado en suero de
ratones inducidos por linfedema, ya que se ha evidenciado que un bloqueo de LTB4
revierte el edema en un modelo de induccion de linfedema secundario, sugiriendo
un rol inductor de edema, y evaluando a esta molécula como posible biomarcador

temprano de linfedema.
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6. QUIMIOQUINAS

Las quimioquinas corresponden a proteinas de pequefio peso molecular (8-10
kDa), con una estructura secundaria altamente conservada y que poseen como
principal funcién regular la migracién y activacion de poblaciones de leucocitos
circulantes hacia los sitios dafados.

Para que estas quimioquinas puedan ejercer su accion se requiere de la
expresion de un receptor de quimioquina complementario. Estos receptores
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G, los que corresponden
a receptores de 7 dominios transmembrana, que se unen a sus ligandos
extracelulares e inician la sefal intracelular. En el caso de las quimioquinas, cuando
estas se unen a su receptor se crea una sefal en la cascada del calcio que resulta
en una activacion de GTPasas pequefias. Esto a su vez provoca una sefial
intracelular con efectos tales como activacion de integrinas y polimerizacion de
actina, resultando la formacion de pseudopodos, polarizacion de la morfologia

celular y finalmente el movimiento de la célula. (29)

Las quimioquinas se agrupan de acuerdo a la composicion de aminoacidos,
especialmente a los dos primeros residuos de cisteinas. De acuerdo a esto, se
clasifican principalmente en CC y CXC. CC se refiere a que presenta las dos
primeras cisteinas amino terminales adyacentes. Un ejemplo de esta corresponde
a la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1 O CCL2) que induce a los
monocitos a liberarse al torrente sanguineo, mientras que CXC, posee las dos
primeras cisteinas separadas por otro aminoacido. También se pueden agrupar en
base a su funcion, segun sean inflamatorias u homeostaticas. Las primeras son
producidas cuando un tejido libera citocinas inflamatorias, y funcionan reclutando
leucocitos. Las homeostaticas, juegan un papel crucial en la migracién de linfocitos,

y en el desarrollo de érganos linfoides.
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CCL12 corresponde a una proteina murina pequefa, perteneciente a la
subfamilia de quimioquinas CC y que se caracteriza por ser un potente
guimioatractivo de eosinofilos, monocitos y linfocitos, pero no de neutréfilos. CCL12
presenta dos homoélogos murinos, CCL2 Y CCL12 con su receptor CCR2, el cual

afecta el trafico de las células inflamatorias.

Durante un proceso de infeccidn, lo macréfagos pueden producir grandes
cantidades de CCL12, induciendo migracion de células inmunes hacia el sitio de la
infeccion. El bloqueo de CCL12/CCL2 en animales ha demostrado mejorias en una
condicion de acumulacion de liquido en el tejido pleural del pulmén, producido por
una filtracion de liquido desde el tejido vascular, sugiriendo un rol inductor del
edema en esta patologia (30). Finalmente, y considerando resultados preliminares
de nuestro laboratorio, en los que los niveles de CCL12 se encuentran aumentados
en ratones heterocigotos para Prox1 (Prox1*"), un modelo animal con vasos
linfaticos defectuosos y que se asemeja al linfedema primario, es que proponemos
evaluar los niveles de CCL12 y su eventual participacion en el desarrollo del

linfedema.
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7. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el potencial predictor de desarrollo de linfedema de las moléculas de Acido
hialurénico (HA), Quimioquina ligando 12 (CCL12) y/o Leucotrieno B4 (LTB4) con el
fin de generar un test diagnéstico de prediccion de la enfermedad.

Objetivos Especificos
- Evaluar los niveles de las moléculas HA, CCL12 y LTB4 en sangre a distintos
estadios de desarrollo de linfedema en modelos murinos de linfedema

primario y secundario mediante test de ELISA.

- Correlacionar los niveles de estas moléculas con el desarrollo de la patologia,

a fin de determinar su poder predictor de la enfermedad.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Ratones

Se utilizaron ratones machos y hembras wild type (WT) C57BL6 de 10 a 12
semanas de edad, a los cuales se les indujo experimentalmente un dafio en la
vasculatura linfatica (linfedema secundario). Estos ratones se alojaron en el bioterio
de la Universidad Autonoma, sede Talca, los cuales estan sometidos a ciclos de luz

oscuridad de 12 horas rotativas y acceso de comida y agua ad libitum.

8.1.1 Modelo de linfedema secundario

Para el grupo control, se utilizaron 5 ratones WT C57BL6 de 10 a 12 semanas
de edad. El procedimiento experimental al cual se sometieron es el siguiente: los
ratones fueron anestesiados mediante inhalacién de isofluorano al 3% y se les
realizd una incision circunferencial completa a 1,5 cm de distancia de la base de la
cola. A estos ratones solo se les realizd la incision circunferencial sin cauterizacion
para evitar el dafo linfatico. Para el grupo tratado (linfedema), se utilizaron 5 ratones
WT C57BL6 de 10 a 12 semanas de edad, y el procedimiento para dafar la
vasculatura linfatica consiste en realizar la incision completa a 1,5 cm de distancia
de la base de la cola seguido de cauterizacion controlada, la cual ha sido descrita
previamente en modelos murinos que produce el linfedema de la zona afectada. A
todos los animales, se les efectud registro fotografico de la cola y la medicién del
didmetro de la cola con un pie de metros los dias -1, dia 0, 1, 2, 4, 5, 8,14 y 22.
Ademas se tomaron muestras de sangre en los dias -1, 1, 2, 5, 8 y 22 para evaluar
los cambios en los niveles de biomarcadores a medida que va evolucionando el
linfedema (Figura 2). La muestras de suero fueron guardadas a -20 °C, hasta el

término del experimento.
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Figura 2: Esquema del disefio experimental para el modelo de linfedema secundario

inducido en ratones WT

8.1.2 Protocolo de extraccion de sangre/ suero

Se tomaron muestras de suero a los dias -1, 1, 2, 5,8 y 22 a cada ratdn, tanto del
grupo control como tratado a través de sangrado retro-orbital con capilar de vidrio.
Se obtuvieron aproximadamente 200 pl de sangre por animal. Para compensar la
pérdida de sangre que sufren los animales y mantener la hidratacién de estos, se
inyectd 200 pl de suero fisiolégico 0,9 % por via subcutdnea inmediatamente
después de la recoleccién de sangre. La sangre se dejo por 45 minutos a 37 °C en
camara de cultivo y luego se centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos para obtener

suero, el cual fue guardado a -20° C hasta la realizacion de las mediciones.

8.2 Andlisis estadistico

Para realizar los andlisis de correlacion, se utilizé el programa Graph Prism4,
mediante el uso de la correlacién de Pearson con un intervalo de confianza de 95%.
Para analisis de comparacion, se utilizo6 test t de student y ANOVA segun

corresponda.
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8.3 Evaluacion de biomarcadores mediante técnica de ELISA

Los biomarcadores que se analizaron corresponden al Acido Hialurénico (HA),
Quimioquina C-C motivo ligando 12 (CCL12) y Leucotrieno B4 (LTB4). Estos fueron
evaluados empleando la técnica de ELISA tipo sandwich en plasma de ambos
modelos de linfedema. Para HA se utilizé el kit de deteccion de HA cuantitativo de
R&Dsystem (numero de catalogo: DGYALOQ). Para la deteccion de CCL12 se emplé
el kit de deteccibn CCL12 cuantitativo de R&Bsystem (numero de catalogo:
MCC120) y para la deteccion de LTB4 el kit de deteccion de Leuckotrieno B4 multi-
especie (numero de catalogo: EHLTB4) de Thermo Fisher. En todos los casos, se

siguieron las instrucciones provistas por cada Kkit.

8.4 Andlisis de la vasculatura linfatica por técnica de inmunofluorescencia

Para analizar el dafio sufrido en la vasculatura linfatica y los cambios morfolégicos
gue podrian ocurrir en ella, los animales fueron sacrificados a distintos dias y se les
extrajo 1 cm de cola del area de la incision. Estos trozos de cola fueron fijados en
solucion de paraformaldehido al 4% en PBS durante toda la noche y lavadas al dia
siguiente en PBS. Posteriormente las muestras fueron descalcificadas en solucion
de EDTA 0,5 M pH 8.0 por 3 semanas bajo agitacién constante. Finalmente, las
muestras fueron deshidratadas en una gradiente se sacarosa en PBS y embedidas
en OCT y almacenadas a -80°C para su posterior analisis. Las muestras fueron
seccionadas en criostato a 30-40 um de espesor. Las secciones transversales de
las colas se tefieron (control y tratado) con anticuerpo primario dirigido contra Prox1
(Rabbit) en una concentracion de 1:200, el cual tifie los nacleos de las células
endoteliales linfaticas. Adicionalmente, se utilizé un anticuerpo anti-Lyvel (Guinea
pig) a dilucion 1. 1000. Ambos marcadores (Proxl y Lyvel) se usaron como
marcadores de vasculatura linfatica. Las imagenes fueron visualizadas por

microscopio de fluorescencia Olympus BX51.

28



9. RESULTADOS

9.1 Evaluacion de la vasculatura linfatica posterior a la induccién de linfedema

secundario

Para evaluar el linfedema secundario, se trabajé con dos grupos de animales WT
C57BL6: al grupo control se le realizo un corte superficial a 1,5 cm desde la base
de la cola, mientras que, al grupo tratado, luego de este corte superficial se le realizo
la cauterizacion de la herida, para provocar el dafio en la vasculatura linfatica e
inducir linfedema secundario. Se midio el diametro de la cola y se tomaron

fotografias a distintos dias, para evidenciar la evolucion del linfedema (Figura 3).

La figura 3A es un ejemplo del grupo control donde se realiza el corte sin
cauterizacion, observandose la ausencia de linfedema al dia 5. La figura 3B muestra
un ejemplo del grupo tratado, el cual, luego de la incision se le realizo la
cauterizacion de la herida, provocando dafio a la vasculatura linfatica y formacion
del linfedema, el cual se observa claramente al dia 5. La evolucion a distintos dias
de ambos grupos se observa en la figura 3C. El linfedema presenta un peak

alrededor del dia 4 y es aun evidente al dia 22 (Figura 3C).
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Figura 3: Modelo de Linfedema en cola de raton en ratones WT C57BL6 de 10 a 12 semanas de
edad. En 3A) se muestra un raton control, al cual se le realiza el corte con bisturi, (1,5 cm de la base
de la cola), con lo que se dafia sélo la capa mas externa de la piel, pero sin llegar a dafar capas mas
profundas donde se encuentran los vasos linfaticos. Fotografia representativa de dia 5 de 10 ratones
en 2 experimentos independientes. En 3B) se representa un ratén WT tratado que se sometio al
corte, pero también a la cauterizacion de la zona afectada, con lo que se logra dafar la vasculatura
linfatica y la generacion del linfedema secundario. Fotografia representativa de dia 5 de 10 ratones
en 2 experimentos independientes. 3C) Progreso de la lesion en grupo control y grupo tratado a los
dias 0,1,2,5,8,14 y 22.

El cambio observado en el diametro de la cola fue registrado y cuantificado como
porcentaje de cambio (Figura 4). Se observa que el grupo control (n= 10) mantiene
el diametro a lo largo de los dias, conservando el diametro de 3 mm (100%), lo que
evidencia la ausencia de linfedema. En cambio, el grupo tratado (n= 10), se observa

la acumulacién de liquido y presencia de linfedema a partir del dia 4 (Figura 4A).
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Figura 4. Desarrollo de linfedema a partir de dia 4 post-induccion. A) Se muestra el porcentaje de
cambio con respecto a la medida inicial del didmetro de la cola. Para ambos grupos se tiene n = 10
de dos experimentos independientes.

9.2 Evaluacion del estado morfoldgico de la vasculatura linfatica mediante
inmunofluorescencia indirecta.

Se realizo tincion de inmunofluorescencia en secciones de cola de ratones en el
area del linfedema a los dias 1, 2 y 24, para evidenciar los cambios morfolégicos de
la vasculatura linfatica. Se utilizd el marcador Lyve-1 que forma parte de la
membrana de las células endoteliales que conforman el vaso linfatico, y DAPI para
tefir ndcleos celulares. En el control de los distintos dias, se observé poca cantidad
de vasos linfaticos en la periferia de la seccién sometido a tincién de Lyve-1, en
aumentos de 10x y 40x. Por otro lado, en el grupo tratado se observo el aumento
en el nimero y area de vasos linfaticos, junto con la remodelacion de la vasculatura
linfatica. (Figura 5A) En la figura 5B, se muestra la cuantificacién realizada al area
de vasos linfatico, versus area total del tejido analizado en los dias 2 y 24. El dia 1
no se pudo realizar la cuantificacion por la destruccion de los vasos linfaticos

después de la cirugia en el grupo tratado.
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Figura 5. Ratones tratados presentan diferencias morfoldgicas en la vasculatura linfatica al dia 1, 2
y 24. Se analizaron secciones de cola en distintos dias (1, 2 y 24) mediante inmunofluorescencia. A)
Se observa el corte del ratén control en 10x y una magnificacién a 40x en los dias 1, 2 y 24 para el
grupo control (Sham) y tratado (Lymphedema). B) Se realizé la cuantificacién del area del vaso
linfatico durante el curso del linfedema en los dias 2 (gréafico superior) y 24 (gréfico inferior). La tincion
en verde corresponde a Lyve-1. Azul corresponde a DAPI. Las flechas indican la presencia de vasos
linfaticos. Se observa la remodelacion de la vasculatura linfatica a partir del dia 2. Se muestran los
datos agrupados de 2 experimentos independientes (n=6 ratones por grupo). Las barras de error

indican DS. ***p<0,0001 por prueba t de student.
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9.3 Medicion de posibles marcadores predictores de Linfedema

El principal objetivo del presente estudio es encontrar marcadores que puedan
predecir la formacion del Linfedema de manera temprana, por lo que solo se

consideran para exposicion de los resultados los dias previos a la formacion del
Linfedema.
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Figura 6. Concentracion de Acido Hialurénico en suero a los dias 0,1, 2 y 5 post-operacion. Ambos
grupos siguen una tendencia similar sin diferencias significativas. Para ambos grupos se tiene n
= 10 de dos experimentos independientes.
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Medicién de niveles de acido hialurénico

El andlisis de la concentracion de Acido Hialuronico (HA) nos muestra un
aumento de su concentracion en ambos grupos sin presentar diferencias

significativas. Un analisis mas detallado se muestra en las figuras 7 y 8.
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Figura 7. Progresion de los niveles de HA en los grupos Control y Tratados a los dias 0, 1, 2y 5. A)
Niveles de HA en el grupo control con diferencia significativa entre el dia 5y los dias 0, 1y 2. B)
Niveles de HA en el grupo tratado con diferencia significativa entre el dia 5 y los dias 0, 1y 2. Para

ambos grupos se tiene n = 10 de dos experimentos independientes.

En la Figura 7 se observan los niveles de HA en los dias 0, 1, 2 y 5 de manera
independiente en cada grupo: en el grupo control se pueden observar que las
concentraciones de este van aumentando a medida que se va generando el
linfedema. De acuerdo al analisis estadistico, se establece que existe diferencias
significativas entre el dia 5y los dias 0,1y 2 (Figura 7A). Por otro lado, en el grupo

tratado se observa que los niveles de este van en aumento a medida que avanzan
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los dias, lo que evidencia que a medida que se va generando el linfedema, las
concentraciones de HA van en alza, encontrando diferencias significativas entre el
dia 5 y los dias 0,1 y 2, sin embargo, no existen diferencias significativas, en

comparacion al grupo control (Figura 7B).
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Figura 8: Andlisis de concentracion de HA mediante ELISA a dias 0, 1, 2 y 5. No se encontraron

diferencias significativas entre las mediciones, sin embargo, se observa una tendencia al alza en los
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niveles de HA en el raton tratado al dia 2. Para ambos grupos se tiene n = 10 de dos experimentos

independientes.

Al analizar dia por dia los niveles de HA en grupos tratados versus controles, se
observa una tendencia al aumento de HA en grupo tratado a dia 2, pero sin alcanzar
significancia (Figura 8C). Estos resultados sugieren que HA por si solo no es un

buen predictor de la formacién temprana de Linfedema.

Medicion de niveles de Leucotrieno B4

Los resultados de las mediciones para conocer el nivel de Leucotrieno B4 (LTB4)
mediante ELISA, muestra que el grupo control presenta valores de LTB4 mas altos
en comparacion al grupo tratado. EI mayor cambio se presenta al dia 1 y 2, donde
se observa una caida considerable en los niveles de LTB4 en ambos grupos (Figura
9).
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Figura 9. Concentracion de Leucotrieno B4 a los dias 0,1, 2 y 5. Se observa una marcada
disminucion de LTB4 en el grupo control a dias tempranos post-operacion. Para ambos grupos se

tiene n = 10 de dos experimentos independientes.
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Figura 10. Progresién de los niveles de LTB4 en los grupos Control y Tratados a los dias 0, 1, 2y 5.
A) Niveles de LTB4 en el grupo control con diferencia significativa entre el dia 2 y el dia 0, y también
entre el dia 0 y dia 5. B) Niveles de LTB4 en el grupo tratado con diferencia significativa entre el dia

Oylosdias 1, 2 y 5. Para ambos grupos se tiene n = 10 de dos experimentos independientes.
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Figura 11: Andlisis de concentracién de LTB4 mediante ELISA a dias 0, 1, 2 y 5 post induccién de
linfedema. Se observa diferencia significativa al dia 1. Para ambos grupos se tiene n = 10 de dos

experimentos independientes.

Al comparar los niveles de LTB4 de ambos grupos individualmente con respecto
al dia (Figura 11), se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y
tratado al dia 1, con p = 0,0467 y una tendencia a la disminucién al dia 2 (p=0.1). El

resto de los dias no presentan diferencias significativas.
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En base a los resultados anteriores, seria posible decir que los niveles de LTB4

sanguineos tienen una débil caracteristica predictora del desarrollo de linfedema.
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Figura 12: Evaluacion de la relacion LTB4/HA mediante ELISA a dias 0, 1, 2 y 5. Se observa

diferencia significativa al dia 2. Para ambos grupos se tiene n = 10 de dos experimentos

independientes.
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Como ambos marcadores por separado no mostraron diferencias significativas,
se evalué una relacion entre ambos y su capacidad predictora (Figura 12). Al
analizar la relacion LTB4/HA, se observa una marcada disminucién del grupo
tratado versus control al dia 2 (p=0.0337), y una tendencia a la disminucién al dia 1
(p=0,1). Mas aun, al analizar esta relacion con el grado de gravedad del linfedema,
definida como:

Dia de aparicion de linfedema
Duracién de linfedema

Score =

Se observa una correlacion inversa, mientras menor es la relacion LTB4/HA, mas
grave sera el desarrollo de linfedema (Figura 12). Es posible por tanto concluir que
la relacion LTB4/HA es un buen marcador predictor de desarrollo de linfedema
secundario en raton, y, por ende, tiene potencial para convertirse en un biomarcador

predictor de linfedema en humanos.
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Figura 13: Andlisis de concentracion entre relacion LTB4/HA al dia 2 y el score asignado a cada

animal. Se correlacionan los niveles bajos de LTB4/HA con la gravedad del linfedema, dado por un

score mayor.
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Medicion de niveles de Quimioguina CCL12

Las mediciones de Quimioquina CCL12 se realizaron por ELISA sandwich. Los
valores se encontraron por debajo del limite de deteccién, por lo que no se

obtuvieron resultados.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo realizado, se analiz6 el comportamiento que presentaban
tres posibles marcadores en el desarrollo del linfedema secundario: el Acido

Hialuroénico, Leucotrieno B4 y Quimioquina CCL12.

Los estudios se realizaron en un modelo murino de linfedema secundario. Se
dividieron en dos grupos: grupo control, al cual se le realiz6 un corte a 1,5 cm de la
base de la cola para evadir el dafio linfatico y el grupo tratado al cual se le cauterizo
el lugar del corte para provocar dafio en la vasculatura linfatica de la dermis, y con
esto provocar el aumento progresivo de edema en la cola en los ratones afectados
generando el linfedema. Este modelo de induccion de linfedema de cola, es un
modelo que se encuentra bien establecido en la literatura, ya que corresponde a un

método no invasivo y simple de realizar.

Quimioquina CCL12 se ha visto implicado en procesos de inflamacién por lo que
se analizaron los niveles en el modelo de linfedema, sin embargo, los valores que
encontramos fueron por debajo del limite de deteccion permitido por el kit, por lo

gue no pudimos utilizar CCL12 como posible marcador.

Acido Hialurénico (HA) ha sido descrito en la literatura como un posible marcador
predictor de linfedema ya que los estudios clinicos han revelado que los pacientes
con linfedema exhiben 8 veces mas HA acumulado en sus brazos y piernas en
comparacion con los pacientes control. En nuestros resultados mostraron que los
niveles de HA aumentan a medida que se va desarrollando el linfedema.
Considerando que solo se midieron los niveles de este metabolito antes del
desarrollo de los signos del linfedema, no se observan diferencias significativas con
el grupo control. . Previas investigaciones han descrito que la concentracién de HA
en el liquido intersticial de una extremidad con linfedema, fueron significativamente
mas altos que en el liquido intersticial, suero y linfa de las extremidades normales,

por lo que se postula que el HA se estanca en las extremidades con un drenaje
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linfatico deficiente (30). Otro estudio propuesto por Liu, N.F y colaboradores
establecieron que los niveles de HA en el liquido intersticial de una extremidad
linfedematosa fueron significativamente mas altos en comparacion a la extremidad
normal, por lo que sugieren que el bloqueo de drenaje de la vasculatura linfatica
puede afectar la degradacién del HA y el estancamiento de este en la extremidad
puede ejercer un efecto perjudicial (24). Otros estudios en los cuales se ha
examinado el rol de ciertas citoquinas pro inflamatorias en la patogenia del
linfedema, se ha visto que los cambios morfologicos que presentaban se debian
principalmente a la inflamacion persistente, lo que generaba fibrosis en los tejidos
afectados. Es por esto que se ha utilizado como tratamiento hialuronidasa, enzima
encargada de la degradacion del HA y se han observado en estudios realizados
tanto in vivo como in vitro que la hialuronidasa reduce significativamente los niveles
de HA en las capas de la dermis y subdermis por lo que se espera que se reduzca

el volumen del linfedema. (25)

En el caso de Leucotrieno B4, se estudiaron los niveles de este marcador en el
grupo control, el que no presentaba linfedema y el grupo tratado (el que se le indujo
la formacién de linfedema) y se observo que el grupo control presentaba valores de
LTB4 en suero mas altos en comparacion al grupo tratado. Ademas observamos
gue el mayor cambio se presentaba en los dias 1 y 2 observandose una caida
considerable en los niveles de LTB4 en ambos grupos lo que evidencia que a
medida que va aumentando el edema los niveles de LTB4 van disminuyendo,
proponiendo que aquellos pacientes que presenten niveles bajos de LTB4 podrian
tener una mayor probabilidad de desarrollar linfedema, sin embargo, en la literatura
los estudios realizados en los cuales se han utilizados inhibidores de 5-
lipooxigenasa, enzima clave en la sintesis de Leucotrieno B4 se ha observado un
efecto beneficioso al inhibir esta enzima, ya que el antagonismo de LTB4 revirtio el
edema mejoro la funcion de la vasculatura linfatica y restauré la arquitectura de la

vasculatura en un modelo de cola murino de linfedema (27). En este estudio, a
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diferencia de los resultados obtenidos en este trabajo, se observa que las
concentraciones de LTB4 en suero mas bajas promovieron el crecimiento de células
endoteliales linfaticas, mientras que las concentraciones mas altas inhibieron la
linfagiogénesis e indujeron la apoptosis, por lo que se establecid que el LTB4 era
perjudicial para la remodelacion linfatica (27.) En este mismo estudio postulan que
LTB4 funcionaria como una importante molécula implicada en la cicatrizacion
durante las etapas iniciales de la reparacién del tejido postquirirgico y que cuando
la concentracion de LTB4 aumenta en un rango patologico elevado tiene la
capacidad de disminuir la funcion de las células endoteliales, exacerbar la disfuncion
vascular linfatica y promover la progresion de la enfermedad, y ademas se establece
gue los niveles séricos de LTB4 estan significativamente elevados en pacientes con

linfedema humano.(27)

Se han estudiado los mecanismos que explican el impacto de LTB4 en las
enfermedades linfaticas adquiridas llegando a determinar que concentraciones mas
altas de LTB4 (400 nM) inhiben el RNAm de VEGFR3 al igual que la expresion y
fosforilacion de este, ademas, mayores concentraciones de LTB4 inhiben la
sefalizacion de Notch una via que se sabe es importante para el desarrollo y

mantencion de la vasculatura linfatica. (31)

Como ambos marcadores HA 'y LTB4 fueron por si solos predictores débiles del
desarrollo de linfedema, es que realizamos la correlacion entre ambas moléculas
para buscar una mejor asociacion y permitir en un fututo, que la relacion de estos
sea capaz de predecir si un paciente puede desarrollar linfedema. Como se expuso
en los resultados, se observo una correlacién entre ambos, ya que, por un lado los
niveles de HA van en alza a medida que va aumentando el edema y LTB4 va
disminuyendo. Los valores de ambos marcadores son inversamente proporcionales,
es por esto que se establece que dicha razon tiende a disminuir a medida que se
va generando el linfedema, y que ademas es capaz de predecir la severidad con la

cual se desarrollara.
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El dafio de la vasculatura linfatica va seguida por una linfangiogénesis rapida, ya
que se observo al dia 1 una menor cantidad de vasos linfaticos en comparacion al
dia 2 de realizada la cirugia. Para evidenciar el aumento en el area de los vasos, se
analizé el porcentaje del tejido total (seccion) en el dia 2 y 24. Estudios realizados
en modelos de linfedema secundario similares al realizado en este trabajo, han
observado que el dafio en la vasculatura linfatica y la hinchazén posterior del tejido,
mostraron cambios morfolégicos marcados en los linfaticos dérmicos causados por
la proliferacion de LEC y el posterior agrandamiento de los vasos linfaticos. Al
observar los vasos linfaticos durante el edema revelo que la morfologia de los vasos
estaba alterada, con una hiperplasia durante el periodo en que la hinchazon era
mayor. (32)

A pesar de nuestros resultados obtenidos, en la literatura no existen trabajos que
avalen dichos resultados, por lo que es necesario realizar mas estudios para

determinar la validez de dicha razon.
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11. CONCLUSION

Concluimos que el HA'y LTB4 corresponden a dos moléculas con potencial de
poder ser utilizadas en conjunto como predictores del desarrollo de linfedema. El
HA presenta un aumento en sus niveles a medida que se va generando el edema,
mientras que el LTB4 tiene un comportamiento inverso, es decir, disminuye a
medida que se va formando el edema, sin embargo, ambos marcadores por si solos,
son predictores débiles del desarrollo de linfedema, por lo que se proponemos
realizar una correlacion entre ambos dada por la concentracién de LTB4/HA. Esta
razon podria ser evaluada en muestras humanas con la finalizad de predecir la
posibilidad de desarrollar linfedema y la severidad con la cual se puede presentar.
Si esta relacion tiende a disminuir, existiria una mayor probabilidad de desarrollar
linfedema y la severidad de este seria mayor, sin embargo, se necesitan realizar

mayores estudios para determinar la real implicancia de esta razon.
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