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Efecto del factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF)
sobre perforaciones timpanicas en ratas Long-Evans

Effect of vascular endothelial growth factor (VEGF)
on tympanic perforations in Long-Evans rats
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RESUMEN

Introduccion: La angiogénesis es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos desde
una red vascular existente, contempla una secuencia de eventos complejos y es
fundamental en el proceso reparativo. Existen multiples factores estimulantes de la
angiogénesis, entre ellos se encuentran factores de crecimiento como el VEGF (factor
de crecimiento endotelio vascular). Debido a su rol reparativo se han utilizado
factores proangiogénicos para reparar perforaciones timpanicas.

Objetivo: Estudiar el efecto del VEGF sobre perforaciones timpanicas de ratas Long-Evans.

Material y método: Se usan 15 ratas adultas, se realizan perforaciones timpanicas
bilaterales, se instilan al azar las perforaciones con solucion fisiologica y VEGF, se realiza
visualizacion microscopica de los timpanos a los dias 9, 15 y 21 posperforacion. Las ratas son
sacrificadas el dia 21 y se realiza estudio histoldgico del grosor timpanico.

Resultados: No se aprecia un efecto inductivo del VEGF sobre el cierre de las perforaciones
timpanicas, se produce un aumento en el grosor timpanico de las ratas tratadas con VEGF
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ABSTRACT

Background: Angiogenesis is the development of new blood vessels from a pre-existing
vascular network. It involves a sequence of complex events, and it is essential for reparative
processes. There are multiple angiogenesis stimulating factors, among which are several
growth factors, such as vascular endothelial growth factor (VEGF). Because of their role in
reparative processes, proangiogenic factors have been used to repair tympanic perforations.

Aim: To assess the effect of VEGF on tympanic perforations of Long-Evans rats.

Methods: Fifteen (15) adult rats were used in this study. Tympanic perforations, carried out
bilaterally, were randomly instilled with either saline or VEGF, and the tympanic membranes
were visualized under a dissecting microscope at 9, 15 and 21 days postperforation. Animals
were sacrificed on day 21, and the tympanic width was histologically studied.

Results: There was no inductive effect of VEGF on the healing of tympanic perforations.
There was an increase in tympanic membrane width in rats treated with VEGF.
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INTRODUCCION

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nue-
VvOs vasos sanguineos desde una red vascular
previamente existente, este fendmeno contempla
una secuencia de eventos complejos y es funda-
mental tanto en procesos fisioldgicos como patol6-
gicosl:2,

Entre los primeros podemos citar el crecimien-
to normal de los tejidos en el desarrollo embriona-
rio, la reparacion de las heridas y los cambios
endometriales durante el ciclo menstrual.

En el proceso de angiogénesis participan acti-
vamente las células endoteliales, ellas migran,
proliferan y se ensamblan con firmeza para luego
contener la sangre3. Normalmente las células
endoteliales maduras no se multiplican, constitu-
yendo una poblacién estable que se encuentran en
fase G, del ciclo celular (o fase de reposo)4, pero
pueden entrar en el ciclo si se requieren capilares
de neoformacién durante los procesos de repara-
cion fisioldgicos.

En los Gltimos afios se han identificado mdltiples
factores estimulantes de la angiogénesis®, éstos pue-
den dividirse en tres grupos: el primero formado por
factores solubles como el factor de crecimiento
endotelio vascular (VEFG)8, el factor de crecimiento
fibrobléastico basico (bFGF), y el factor de crecimien-
to fibroblastico &cido (aFGF), los cuales afectan el
crecimiento y diferenciacion de la célula endotelial®?;
el segundo grupo de factores inhibe la proliferacion e
incrementa la diferenciacion de las células
endoteliales, entre ellos estan la angiogenina®, los
factores de crecimiento transformantes (TGFo y
TGFR)10-12: ¢| tercer grupo comprende a citoquinas
extracelulares que se unen a la matriz y se relacionan
con la proteolisis y contribuyen a la regulacion de la
angiogénesis!3-15,

Las perforaciones de la membrana timpénica
pueden ser cerradas en los pacientes, utilizando
una amplia variedad de materiales, tales como:
fascia, grasa, tejido conectivo, papel de arroz y
gelfoam.

El tratamiento conservador (no quirlrgico) es
especialmente efectivo cuando la perforacion es
pequefia, reciente y seca.

Algunas veces los tratamientos fallan por una
actividad regenerativa disminuida en el margen de
la perforacion (otitis media cronica)2®.

El mecanismo de reparacion de las perforacio-
nes timpanicas no difiere en rasgos generales de la
de otros tejidos y existen estudios que muestran
una expresion aumentada de factores proangio-
génicos implicados en ellal’.

En los Ultimos afios, de acuerdo al importante
avance en el estudio de los factores de crecimiento y
su utilizacion en el manejo de diversas patologias,
han aparecido estudios para cerrar perforaciones
timpanicas utilizando factores proangiogénicos.

Se han utilizado con éxito el FGFb, FGFa, EGF
(factor de crecimiento epidérmico), TGFa, PDGF (fac-
tor de crecimiento derivado de plaguetas), etc18-23,

El factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF) es uno de los factores proangiogénicos
mas importantes, el cual estimula el crecimiento y
quimiotaxis de células endoteliales durante la
angiogénesis in vitro e in vivc.

Debido a la investigacién que se esté realizando
en torno al tema nos parece relevante estudiar el
efecto que tendria el VEGF sobre un modelo experi-
mental de perforaciones timpénicas realizadas en
ratas Long-Evans.

MATERIAL Y METODO

Nuestro protocolo de investigacion fue aprobado
por el Comité de Bioética sobre Investigacion en
animales dependiente de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Chile.

Se usaron 15 ratas Long-Evans adultas, sanas,
de aproximadamente 300 grs. Las ratas se mantu-
vieron en un ambiente adecuado con ciclo artificial
de noche-dia, alimentadas ad /ibitum con alimento
especial para roedores, siendo mantenidas en el
vivero del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICBM).

Del total de 30 oidos, se descartaron 11 por
presentar alteraciones preexistentes en la membra-
na timpanica, tales como otitis media aguda, otitis
media por efusion u otitis cronica fibroadhesiva.

Para realizar el procedimiento, las ratas fueron
anestesiadas con ketamina 40 mg/kg intraperi-
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toneal asociada a xylazina 5 mg/kg. Bajo visién
microscopica y utilizando un miring6tomo, se rea-
lizd una perforacion timpanica bilateral de aproxi-
madamente 30% a 40% de la superficie total de la
membrana timpénica. Se reavivaron los bordes
con 4cido tricloroacético.

Al tercer dia posterior a la perforacion se
instilaron en las perforaciones de los oidos al azar con
0,3 ml de VEGF en una concentracion de 200 ng/ml
(10 timpanos) o con 0,3 ml de solucién fisioldgica (9
timpanos). Se realizaron instilaciones sucesivas los
dias 3, 9 y 15 posterior a la perforacion.

Se hizo un seguimiento microscopico de los timpa-
nos los dias 9, 15y 21 posterior a la perforacion.

El dia 21 se sacrificaron las ratas, resecdndose
sus timpanos. Estos fueron procesados con técni-
cas clasicas para estudio histolégico (Hematoxilina-
Eosina).

Se analiz6 el grosor de las neomembranas
formadas, se utiliz6 para tal efecto microscopia
Optica con aumento 40x, empleando un reticulo de
0,5 cm? dividido en 10 (2.250 um2).

Para comparar estadisticamente el cierre de timpa-
nos tratados versus los no tratados se realizé el Test
Exacto de Fisher, y para evaluar la significacion estadis-
tica de las diferencias en el grosor de la membrana
timpénica se utilizé el Test de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Once oidos se descartaron por presentar alteracio-
nes timpanicas preexistentes.

Al realizar el analisis microscopico el dia 9 se
encontrd que la totalidad de las perforaciones
tratadas con VEGF no estaban cerradas, y una de
las nueve no tratadas se encontr6 cerrada (no
significativo p =0,47).

El dia 15, cinco perforaciones tratadas se en-
contraron cerradas, y seis de las no tratadas se
encontraban en la misma situacién (no significati-
vo p =0,64).

El dia 21, nueve de las diez ratas tratadas tenian
cerrada la perforacidn, y la totalidad de las ratas no
tratadas se encontraron cerradas (no significativo
p =0,52) (Tabla 1).

Al examen histolégico no encontramos diferen-
cias en la reparacién de los timpanos tratados y no
tratados, salvo un aumento del grosor de los
timpanos tratados (Figuras 1y 2).

El grosor promedio de los timpanos no trata-
dos fue de 25,6875 +14,582 um, y el de los
timpanos tratados con VEGF fue de 38,478 +22,49
um (p value <0,0001) (Figura 3).

DISCUSION

El VEGF aparentemente no tiene un efecto inductor
de la reparacion de perforaciones timpanicas en
ratas Long-Evans, su efecto no se diferencio clara-
mente de las ratas no tratadas (solucion fisiol6gi-
ca). Esto podria deberse a que el VEGF no es el
factor mas importante en la reparacion timpanica,
rol que si podria ser atribuido al EGF (factor de
crecimiento epidérmico)19:21,

Tabla 1
Con VEGF Sin VEGF Test Exacto de Fisher

Dia 9 Cerradas 0 1 p =0,47

No cerradas 10 8 No significativo
Dia 15 Cerradas 5 6 p =0,64

No cerradas 5 3 No significativo
Dia 21 Cerradas 9 9 p =0,52

No cerradas 1 0 No significativo

Visualizacion microscépica de los timpanos a los dias 9, 15y 21 posteriores a la perforacion.
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Figura 1. Timpano no tratado, resecado al dia 21. Aumento
40X.

Figura 2. Timpano tratado con VEGF, resecado el dia 21.
Aumento 40X.
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Figura 3. Gréfico que muestra el grosor promedio de las ratas no tratadas v/s las ratas tratadas con VEGF.

Ahora, nuestro modelo experimental presenta-
ba perforaciones de 40% de la membrana
timpanica, perforaciones que pueden ser conside-
radas traumaticas (no crénicas) y esto puede haber
influenciado un cierre rapido y total de ambos
grupos de experimentacion.

Seria interesante adecuar el modelo experi-
mental para reproducir una otitis media crénica y
asi obtener resultados més cercanos a esta patolo-
gfa.

El rol del VEGF es importante en procesos
fisiopatolégicos, como la formacién del colestea-

10

toma2425, sin embargo, no hubo desarrollo de ésta
patologia en los oidos tratados con VEGF.

El VEGF parece producir un engrosamiento
significativo de la membrana timpénica durante el
fenémeno reparativo, probablemente esto se deba
al aumento de vasos sanguineos en la capa media
del timpano, o por un aumento de la permeabilidad
capilar con la consiguiente extravasacion de protei-
nas y produccion de edema de la capa media.

Pendiente se encuentra la realizacion de un
estudio inmunohistoquimico para cuantificar la
angiogeénesis y validar nuestros resultados.
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