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.ESUMEN.

iantos Cordero José Adelfo. Efecto del acido hialurénico en la cicatrizacion
e la traguea. Estudio experimental. ( Bajo la direccion del Dr. Rogelio Jasso
'ictoria}.

2| objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la aplicacién de acido
lialurénico sobre la cicatrizacion traqueal, después de realizar una traqueoplastia
N Perros,

Aaterial y métodos. Se operaron 10 perros, que fueron divididos en 2 grupos de
sstudio. Grupo | Se le hizo reseccién de fres anillos tragquéales cervicales ¥
raqueoplastia con aplicacidén intraluminal de acido hialurénico. Grupo Ik
Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traquecplastia convencional con
aplicacion intraluminal de solucion fisiologica. A todos los animales se les realizé
avaluacion clinica, radioldgica y endoscdpica para observar la presencia ¢ no, de
2stenosis tragqueal. Tres semanas posteriores a la cirugia, los animales fueron
sometidos a eutanasia y se les practicod evaluacién macroscopica y microscopica
Jel segmento traqueal operado También se les realizé estudio morfométrico para
medir el grade de estenosis y finalmente, la cicatriz formada en la anastomosis
raqueal fue sometida a estudio bioguimico para cuantficar la cantidad de
colagena formada en ésta. El andlisis estadistico de todos los parametros
estudiados en las diferentes evaluaciones se hicieron mediante de Chi cuadrada,
ANDEVA v -Student,

tesultados Todos fos animales sobrevivieron al procedimiento quirirgico y al

iempo de estudio establecido sin presentar alguna alteracion clinica. El estudio



Jiclogico y endoscopico, mostré estenosis a partir de la segunda semana
steirugia, la cual persistid hasta el final def estudio, en el 20% de los animales
| grupe | y 60% de los animales del grupo ll. A la evaluacion macroscépica se
iservd la anastomosis bien sellada en ambos grupos, con presencia de tejido
roso moderado en los perros del grupo | y abundante en todos los perros del
upo 1I. En el estudio microscdpico el grupo de acido hialurdnico presentd menor
flamacion, mejor ordenamiento  y distribucién organizada de las fibras de
slagena en la zona de la anastornosis traqueal. En el estudio biequimico, no
ubo diferencia en la concentracién promedio de colagena entre ambos grupos
ANDEVA NS, p = 0.2815). Morfométricamente, no se presentaron cambios
ignificativos. Con esio se concluye que el acido hialuronico si mejora la

icatrizacion en las anastomosis traqueales de perros.



[. INTRODUCCION.

El sistema respiratorio, es un conjunto de drganocs cuya funcion principal es la de
proporcionar el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono (gases respiratorios)
entre el organismo y el medio ambiente (9, 28). Este sistema se divide en parte
superior e inferior en el humano, tomando como punto de divisién al cartilago
cricoides. También se puede dividir en vias aéreas conductoras, vias aéreas
respiratorias y vasos,

Las vias aéreas corlductoras (narinas, senos paranasales, laringe, faringe, traquea
y bronguios), son una sernie de compartimientos gque permiten el movimiento de
aire desde su enfrada al organismo, hasta el area de intercambic gaseoso de los
pulmones, asi como para su salida de éste. Las vias aéreas conductoras también
ienen funcion protectora al filtrar particulas como bacterias y polvo que entran con
2| aire inspirado, asi como calentamiento y regular la proporcion de hurmedad del
Mismo.

La traquea, es un 6rgano tubular de forma circular que se encuentra sostenida por
anillos cartilaginosos en forma de herradura, que se conectan por detras mediante
Ina membrana elastica (9, 31), posee una porcién extratoracica y otra
ntratoracica; su funcidn es {levar el awre inspirado ya sea por la nariz o boca, hacia
as zonas de intercambio gaseoso.

-as vias respiratorias, sufren varias enfermedades de diversas causas, pero
comparten ciertas caracteristicas fisicpatoldgicas vy clinicas como: fa limitacion del

lujo respiratono (provocade por la obstruccion intraluminal de la via respiratoria,



ngrosamiento de sus paredes o pérdida de la elasticidad de los tejidos
ntersticiales que es necesaria para conservar la permeabilidad de la via aerea),
lipersecrecion de moco, irritabilidad de toda la via respiratoria y anormalidades del
ntercambic gaseoso que originan tos, produccion de esputo, sibilancias y disnea
43).

Jentro de las enfermedades de las vias aéreas conductoras, sobresalen las
2stenosis ya sean de origen traumatico 6 postintubacion.

=n la salas de cuidados intensivos pediatricas, cominmente se presentan lesiones
raqueales postintubacion, debido a que los nifios son ventilados por largo tiempo
son tubos endotraqueales, produciendo lesiones y estenosis tragueal, de las
~uales la mas frecuente es la estenosis subglotica, que se presenta debido a Ja
resién que ejerce el globo y el tubo endotragueal sobre las paredes de la
raquea, provoca necrosis del tejido por presién, la cuai sana con una cicatriz
ibrosa que ocasiona la mayoria de la veces, disminucion de fa luz traqueal (15).
_as estenosis traqueales en nifios, tienen como principal indicacion la reseccion
el segmento fraquea!l estenosadoe vy la reconstruccion de ésta. Sin embargo en
Cirugia Pediatrica, el manejo de anastomosis finas (traquea, esdfago, intestino,
uréter, uretra) frecuentemente se complica con fibrosis y estenosis posquirurgicas.
Para resolver este problema en adultos se ha intentado |a utilizacion de diferentes
eiidos protesicos o a la realizacién de un trasplante pero no han tenido el éxito
deseadc (43, 44, 45). Estas opciones de tratamiento ne se han probado en nifios
debidc a que el reducide tamafio de la fraquea, genera problemas técnicos

dificiles de superar



-xperimentalmente se han realizado estudios de la administracion de colagena
olivinil pirrofidona después de reatlizar traqueoplatias en perros con el fin de evitar
a cicatrizacion fibrosa y aunque ha tenido buenos resultados en animales, en
acientes humanos aln no se ha probado (25).
| acido hialurénico (AH) que esta compuesto por unidades alternantes de acido
)-glucordnico y N- acetil glucosamine (Figura 1), es un componente de la matriz
xtracelular (MEC) de la herida fetal, el cual durante Ia fase temprana de curacion
e la heridas en los fetos crea un ambiente en el que favorece la proliferacion,
2generacion y reparacién tisular disminuyendo la inflamacion y la fibrosis (22).
stas propiedades de AH tienen implicaciones clinicas ya que puede ser posible
rodular la curacion de las heridas en nifios y adultos para hacerla lo mas parecida
la curacion fetal, mediante la prolongada aplicacion del AH en forma exogena
04).
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squema 1 Estructura quimica del dcido hialurénico.



3 Uitima decada ha sido prolifica en la investigacion experimental sobre el empleo
inico del AH: en oftalmologia se investiga su uso como sustituto vitreo (27). En
umatologia la fase experimental ha sido superada y se emplea en la clinica para
tratamiento de la osteocondritis de rodilla (40, 48). En otorrinclaringologia se
nplea en forma de crema para sanar la mucosa después de cirugia nasal {41) y
= investiga su utilidad como bioimplante para la mucosa de las cuerdas vocales
}. En cirugia plastica (10, 19) y dermatologia se ya como expansor tisular en el
atamiento de heridas de piel, solo o combinado con otros productos sinteticos
). En ginecologia se estudia su aplicacidén para evitar la formacion de
iherencias inirabdominales postquirtrgicas (39, 47). En nefrologia se investiga
1 utilidad para evitar adherencias intrabdominales en asociacién con dialisis
ritoneal (48). En urologia se estd experimentando su eficacia en la regeneracién
tocelular de la reconstruccion uretral (17, 18) vy en ei tratamiento endoscopico
o} reflujo vésico ureterai en el nifio (21), actualmente ya se usa en el tratamiento
> fa cistitis intersticial refractaria (32). También se ha utilizado para mejorar en la
catrizacion intestinal (11), en el mecanisme de cicatrizacién del eséfago con
Jemaduras por caustico en ratas (33) y en la anastomosis de uretra (16).
on base en lo anterior en este estudic se propone la utiizacién del acido
aluronico, aplicado exégenamente para disminuir las reestenosis tragueales

squirdrgicas.



Il. JUSTIFICACION

La traquea en el nifio es un drgano expuesto a patologia congénita o adquirida,
cuyo tratamiento de eleccion lo constituye la cirugia: sin embargo, ésta
recuentemente se complica con estenosis traqueal provocada por el proceso de
sicatrizacion, por lo que se requiere de la modulacién de ésta. Es por lo que en
este trabajo se propone la utilizacion del Acido Hialurénico para modular la
egeneracion celular, disminuir la fibrosis y estenosis posquirtrgica, ya que hay
videncias de que éste acido durante la cicatrizacion fetal, es el que modula la

rganizacion de la colagena y evita ta fibrosis de las heridas.



I. HIPOTESIS.

i el acido hialurénico es un modulador de l1a regeneracion celular y disminuye la
yrmacion de cicatriz en el feto, nosotros consideramos que la aplicacion de éste,

espués de una traqueoplastia, podria evitar la estenosis cicatrizal posquirdrgica

V. OBJETIVOS

. Objetivo General,
Yeterminar el efecto de la aplicacién de acido hialurénico sobre la cicatrizacion

raqueal, después de realizar una traqueoplastia en perros.

. Objetivos Especificos.
valuar los cambios macroscopicos y microscopicos producidos por el acide
alurénico sobre la cicatriz formada, después de realizar una tragueoplastia en

EIros

valuar la presencia de estenosis post-traqueoplastia en perros, tratados con

wcido hialurdnico.

determinar la cantidad de cotagena formada en la traquea, post-tragueoplastia, en

erros tratados con acido hialurénico.



L. HIPOTESIS.

i el 4cido hialurénico es un modulador de la regeneracion celular y disminuye la
yrmacion de cicatriz en el feto, nosciros consideramos que la aplicacion de éste,

espués de una traqueoplastia, podria evitar la estenosis cicatrizal posquirGrgica.

V. OBJETIVOS

. Objetivo General.
)eterminar el efecto de la aplicacién de acido hialurénico sobre la cicatrizacion

-aqueal, después de realizar una traqueoplastia en perros

. Objetivos Especificos,
valuar los cambios macroscopicos y microscdpicos producidos por el acido
ialurénico sobre la cicatriz formada, después de realizar una traqueoplastia en

EeITos.

valuar la presencia de estenosis post-traqueoplastia en perros, tratados con

cido hialurénico.

Yeterminar la cantidad de colagena formada en la traquea, post-traqueoplastia, en

yerros tratados con acido hiaiurdnico




/. MATERIAL Y METODOS.

1. Tipo de estudio.

Se realizo un estudio prospectivo, longitudinal y analitico, de tipo experimental en

YEIMOSs.

2. Animales de experimentacion.

e utilizaron 10 perros mestizos, sanos, sin importar el sexo o la edad, con un
yeso entre 15y 18 Kg.

‘odos los animales fueron tratados de acuerdo a las Nommas para el Uso de
\nimales de lLaboratorio de México (34) y la Guide for the Care and Use of

aboratory Animals de los Estados Unides de Nort America (13).

.1 Criterios de inclusion.

e incluyeron perros clinicamente sanos, que no presentaron antecedentes de
Iguna enfermedad respiratoria desde que llegaron al bioterio del INER y antes de

ue se les realizara el procedimiento quirirgico.



2 Criterios de exclusion.

0s animales con datos clinicamente patoldgicos a su llegada al INER y previos al
rocedimiento quirirgico o con antecedentes de alguna cirugia de tdrax fueron

xcluidos del estudio.

3 Criterios de eliminacién.

odo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no se

rovocd por el procedimiento quirGrgico, fue eliminado.

Recursos.

[ financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional de
nfermedades Respiratorias (INER), Instituto Nacional de Ciencias Medicas y de
' Nutricion “Saivador Zubiran® (INCMNSZ), Consejo Nacional de Ciencia y
ecnologia CONACYT {Proyectc REF: F643).

n este estudio participaron los investigadores y técnicos del Departamento de
westigacion en Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
espiratorias y del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricién
Salvador Zublran®, quienes proporcionaron los quiréfanos, equipos de anestesia

halada, monitores, aparato de rayos X e instrumental necesano para la



realizacion de los procedimientos quirdrgicos, los fratamientos y seguimiento
postoperatorios de los animales.

El equipo de endoscopia que se utilizé, fue proporcionado por Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (Proyecto REF: F643).

Tambien intervino en este estudio el personal del Departamento de Investigacion
en Morfologia del INER, quién procesé las muestras de los tejidos sometidos a
estudio. El responsable de la descripcion de los hallazgos histopatoldgicos, fue el
patélogo de este departamento Dr. Miguel Gaxiola Gaxisla.

El analisis bioguimico lo realizé la Maestra en Ciencias Avelina Sotres Vega.

4. Grupos de Estudio.

_os animales fueron divididos en 2 grupos de estudio

Grupo | (n=5): Reseccion de tres anilios traquéales cervicales y tragueoplastia

~onvencional con aplicacién intraluminal de acide hialurénico.

srupe Il (n=5): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y tragueoplastia

sonvencional con aplicacion intraluminal de solucién fisiologica.
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5. Anestesia.

_os animales se prepararon con 24 horas de ayuno para solidos y 12 horas para
iquidos.

_a anestesia en fodos log grupos de estudio se indujo con hidrocloruro de xilacina
Rompun, Bayer) a dosis de 0.1 mg/Kg. v 8 mg/kg. de propofol {(Recofol, PISA) via
ntravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa e inmediatamente después se les
aplicd dipirona (Metamizol Sodico-Nondol-Sector Salud) a dosis de 28 mg/Kg. IV
;0mo analgésico {14, 26).

Jna vez anestesiados, los animales fueron colocados sobre la mesa de cirugia en
H0sicién dectbito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal con globo.

Acto seguido se rasurd y lavd con jabdn guirdrgico la region traqueal cervical, con
imite craneal en ia region de la mandibula y limite caudal con el hueco
supraesternal. Finalmente se realizé la antisepsia de la zona con yodo povidena
Dermodine Solucion, Dermodex S.A. de C V)

“osterior a esto cada animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en posicion
lectibilo dorsal y se conectd la canula orotraqueal a un ventilador de voiumen
Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un vaperizador (Isotec 3 Ohmeda) v la
anestesia se mantuvo con Isofluorano al 1.5%. Todos los animales se ventilaron
>0n un volumen corrente de 10 mi/Kg. v una fraccion inspirada de oxigeno (F10z)

le 100% v 20 respiracienes por minute, durante todo el procedimiente guirdrgico y
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e Vigilaron [os signos vitales con un monitor para electrocardiografia (Datascope
"assport) .

. Técnica quirdrgica.

e realizé una incision media en la regidn cervical ventral, se disecd el tejido
elutar subcutaneo y platisma hasta llegar a los musculos infrahicideos
esternohicideo y esternotirchioideo) los cuales se separaron en la linea alba
asta llegar a la traquea, esta se disect en toda su circunferencia (Figura 1) y se
esecaron fres anillos traqueales (Figura 2) finalmente, se realizd anastomosis
2rmino terminal con material absorbible 3 ceros (Vicryl, Ethicon) con puntos
eparados (Figura 3). Terminada la traqueoplastia se cerrd por planos sin dejar
renaje. En el grupo | al finalizar la cirugia y antes de recobrarse de la anestesia
e les introdujo un broncoscopio y se aplicéd 15 Microgramos de acide hialuronico
ada tercer dia durante 3 semanas, esto se realizé bajo anestesia y dirigiendo una
cnda orcgastrica para instilar el dcido hialuronico sobre fa circunferencia interna
¢ la anastomosis(Figura 4 y 5), el acido hialuronico estuvo concentrado en 3
lililitros de solucion destilada; en el grupo [l se les instilé solucién fisiclogica. En el
ostoperatorio inmediato a todos los animales de ambos grupos, se les aplico
letamizol a dosis de 28 mg/Kg. como analgésico cada 6 horas durante los
rimeros 3 dias post-crugia. También se les administrd peniciiina procainica

22,000 UI/Kg . iM) mas 500 mg de sulfato de estreptomicma IM durante 7 dias.
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igura 1. Muestra la incisién en la linea media cervical y la traquea disecada y

xpuesta.

‘igura 2. Se observa ta forma en que fue resecado el segmento traqueal

lanteniendo intubado el extremo distal de la traquea.
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Figura 3. Traqueoplastia terminada.

"igura 4. Se observa por traqueoscopia Ja anastomosis y la canula con 'a que se

nstidd el farmaco
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igura 5. Muestra la instilacion del farmaco sobre la anastomosis traqueal

nediante endoscopio.

. Evaluacién.

.1 Clinica.

e realizo evaluacion clinica diaria durante [a primer semana posquirtirgica y cada
ercer dia, durante dos semanas restantes del estudio. Se evalud el grado de
isnea de acuerdo a una escala modificada a {2 utilizada por la Medical Research
ouncil (42), la cual se basa en la severndad de esta . 0 = sin dificultad para
>spirar después de correr, 1 = dificultad para respirar después de correr, 2 =

fficultad para respirar en reposo
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.2 evaluacién clinica consistic en realizar observacidn de cada animal dentro de
U jaula, toma de temperatura, observacién de la coloracidén de mucosa oral,
wscultacion de la cavidad toracica mediante estetoscopio, para evaluar Ia
recuencia respiratoria, ruidos respiratorios, estridor al ladrido y frecuencia
ardiaca. Después de la cirugia, también se valord la presencia de infeccion y
-angrado de la herida quirdrgica.

-| grado de disnea fue evaluado sometiendo a los animales a una prueba de
sfuerzo, la cual se llevd a cabo primero observando a los animales en reposo
lentro de su jaula, posteriormente cada animal camind una distancia de 20 metros
- finalmente se les lanzd una bola de carne para que los animales fueran
orriendo por ella {recorriendo la misma distancia) e inmediatamente después de
sto, se observo si los animales presentaban dificultad para respirar, vigilando la,
recuencia cardiaca y respiratoria, escuchando los ruidos respiratorios , el estridor
| ladrido, se observo si presentaban respiracion toracica o abdominal, asi como la

oloracion de la mucosa oral,

.2 Radiolégica.

& tomaron placas de rayos X laterales de cuello para evaluar radiograficamente
| estado de la tragueoplastia al tercer dia postcirugia y posteriormente cada
emana hasta finalizar el estudio, En estas, se evalud el porcentaje de estenosis y
2y configuracion de la misma (centripeta o lateral), tomando como referencia del

lametro anteroposterior de la traquea nativa.
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.3 Endoscopica.

e realizd evaluacion visual directa de la anastomosis traqueal mediante
aqueoscopia al momento de la instilacion del acido hialurénico o solucion
siologica y se evalud la estenosis y el estado de la anastomosis, inmediatamente
espués de la cirugia y cada tercer dia, durante las 3 semanas que durd el
studio.

0% procedimientos se filmaron en videocassetra VHS. La estenosis se valorg de
cuerdc a la escala descrita por Cotton (8): Grado [ = sin obstruccién de la luz
asta un 50% , Grado Il = de un 51% de obstruccién de la tuz hasta 70%, Grado

| = de 71% hasta 89%, Grado IV = lumen no detectable.

.4 Macroscopica.
Jna vez transcurridas 3 semanas postcirugia los animales fueron sometidos a
utanasia con sobredosis de pentobarbital sodico (Anestesal) y evaluacion

nacroscépica y microscopica de la anastomosis.

dacroscopicamenie se revisé el estade de la anastomosis, la cicatrizacion
xtraluminal, la presencia de dehiscencia, infeccién, asi como la fermacion de
istulas. Para evaluar el estado de la mucosa, el lumen y la cicatriz de Ja traguea,
e retird el segmento anastomosado y se incidié por la parte membranosa de la

raquea evaluandose |a estenosis y tipo de cicatriz formada.
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7.5 Microscopica.

“ara la evaluacion microscdpica se tomaron muestras de los  sitios de
inastomosis las cuales se fijaron en formaldehido al 10%, se incluyeron en
arafina, se realizaron cortes de 4 y y se tifieron con hematoxilina-eosina y
ricromica de Massén para evaluar la presencia de vasos de neoformacion,

nflamacion o fibrosis.

.6 Morfométrica.

lorfométricamente se evalud la posible estencsis de los anillos tragueales
nastomosados y se compararon con los anillos obtenidos antes de reafizar la
nastomosis traqueal. Esta medicion se realizé al finalizar el estudio en los cortes
istologicos con la ayuda de un procesador digital computarizado para analisis de
nagenes con sistema software (Imagenia 2000 Biocom, Version 2.0) v se les

nidié su diametro interno y externo

.5 Bioquimica.

n la evaluacion bioguimica se determind la concentracion de hidroxiprolina por
ramo de tejido traqueal. La determinacién se realizd por el método de Woessner
37) en dos muestras de la misma muestra traqueal; la pnimera de elias se tomé

imediatamente despues de la traqueoplastia, la segunda muestra se tomd
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oncluido el estudio. Las muestras se colocaron cada una dentro de un vial que se
esO previamente, inmediatamente después de colocar la muestra se obtuvo el
eso “mojado” y posteriormente se mantuvo en una estufa a 80°C hasta la
btencion del peso “seco” de las muestras.

btenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con acido clorhidrico 6N
). T.Baker)} durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se filtraron y
e colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido clorhidrico. El
>siduo obtenido, se llevd a pH 7.0 y se aforé a un volumen de 10 mi con agua
estilada, de esta Ultima dilucién, se tomaron una alicuota de volumen variable de
cuerde con cada una de las muestras para la determinacion de la concentracion
e hidroxiprolina presente en la muestra.

ara realizar la delerminacion de hidroxiprolina, se preparé una curva estandar
ue contenia 1 mg de hidroxiprolina/l mi de agua (SIGMA,Co)}, se ajustd para la
reparacion de los estandares de hidrdxiprolina en concentraciones de 200, 400,
00, 80O y 1000 wl de hidroxiprolina y se incluyd un blanco que contuve agua
estitada. Posteriormente, en lodos los fubos se adiciond: 1 ml de cloramina T
>IGMA Co) 0.05M disueita en metilcelosoive {(SIGMA Co), agua y amortiguador
e fosfatos pH 6.0, 1 mi de acide perclérico 3.0N (J.T. Baker), 1 ml de solucion de
aradimetilaminobenzaldehide (SIGMA Co) at 20% en metilcelosolve. El ensayo
= incub6 durante 20 minutos a 60°C vy concluido el tiempo de incubacion, se
btuvo ta absorbancia de cada muestra, para esto se utilizdé un espectrofotometro

DU 640,Beckman) ajustado a una longitud de onda de 560 nm
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7.6 Andlisis estadistico de datos.

-l analisis estadistico del grado de disnea, estenosis, la presencia de vasos de
\eoformacion, inflamacién, fibrosis, morfometria y la determinacion de colagena se
ealiz6 mediante las pruebas de Chi cuadrada, ANDEVA y t-Student. Los valores

le p<0.05 fueron considerados como significativos.

/I. RESULTADOS.

. Hallazgos Clinicos.

odos los animales sobrevivieron al procedimento quirlirgico y completaron su
empo de estudio. En los dos grupos, ningdn animal presenté alguna diferencia
linica importante que amenazara su vida, ya que sus constantes fisiologicas
emperatura, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria) se encontraron dentro
e los parametros normales No existié disnea en ningan animal (Cuadro 1). EI
stnder al ladrido, se presentd en el 0 % del grupe |y 60 % (n=3) del grupo !,
in gque este afectara su ventilacion.

a revision de la herida quirrgica demostré inflamacion y dolor leve durante la
nmera semana posquirdrgica en ambos grupos. En ningtn animal se presento
angradc postoperatorio, nidehiscencia de henda quirdrgica. La herida quirirgica

n arnbos grupos se encontrd bien cicatrizada a las 2 semanas posteirugia.



Evaluacidn de la Disnea

Grado |

Grupo |

Grupo Il

0
(Sin dificultad para
respirar después de
correr)

1
Dificultad para respirar
después de correr)

2
Dificultad para respirar
en reposoc)
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uadro 1. Muestra el grado de disefia en los dos grupos de estudio despues de

| reseccion y fragueoplastia.

. Hallazgos Radiolégicos.

adiologicamente, al observar las placas laterales de cuello, tomadas a la

egunda semana de la traqueoplastia, se observd la presencia de estenosis

oncéntrica del 50% de fa luz, en el 40 % (n =2) de los animales def grupo |, sin

mbarge en un animal, ésta desaparecid a fa segunda semana postcirugia

“igura 6) y solc un animal de este grupo (20%) presento estenosis concéntrica

el 50% al fina! del estudio.

lientras que en el 60 % (n = 3) de los animales del grupo Ii, mostraron estenosis

oncéntrica de la luz dej 50% durante todo el tiempe de estudio (Figura 7).
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-igura 6. Placa radiografica lateral de un animal del Grupo | en donde se muestra

a zona de la anastomosis (flecha) sin alteracién alguna.
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igura 7. Placa radiografica lateral de un animal tratado con solucién salina
sioldgica en el que se observa la zona de la anastomosis (flecha) disminuida en

u calibre.
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Hallazgos Endoscdpicos.
n el grupo i, el 8G% de los animales presentd evolucidn endoscépica satisfactoria
igura 8 y 9) y solo un perro (20%) presentd estenosis grade |, de acuerdo con la
scala de Cotton (8), con reduccion de la luz de ia traguea del 50%. Con respecto
estado de [a anastomosis, el 100% de los animales presentd desarrollo de tejido
catrizal sobre ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después de haber
alizado la cirugia. Durante los primeros 3 dias, la mucosa traqueal se mostrd
perémica y edematosa, pero estos signos ya no fueron aparentes en la segunda
xmana postcirugia.
n los animales del grupoe [l, durante la primera y segunda semana se presentd
stenosis del 50% (Grado () en el 40% (n=2) de lgs perros y en la tercera semana
1 el 80% (n=3) de ellos, 1a cual se mantuvo hasta el final del estudio (Figura 10y
1). También en este grupo, el 100% de los animales presentaron cicatrizacion de
traqueoplastia a los 7 dias. La mucosa traqueal en aste grupo se encontro
lematosa & hiperémica en todos los animales operados durante las 2 primeras
manas del estudio. En un animal de este grupo la hiperemia y el edema se
antuvo hasta el final del estudio.
simismo, durante la traqueoscopia se pudo observar que la estencsis del animal
2} grupo | era laxa y permitid el paso del endoscopio sin dificultad, no asi en las
stenosis del grupo control, las cuales fueron de consistencia fuertes, dificiles de

encer y sangraron al paso del endoscopio.
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gura 8. Traqueoscopia en la que se observa el estado de la anastomosis a la

imera semana postcirugia, sin hiperemia ni edema en un animal del grupo 1.

gura 9. Tragueoscopia que muestra el estado de la anastemosis al final del

studio en el mismo animal del grupo 1.
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igura 10. Tragueoscopia de un animal del grupo 1l, una semana después de ia
Irugia donde se observa edema e hiperemia de la anastomesis y reduccién de la

1z traqueal.

igura 11. Traqueoscopia del mismo animal del grupo H, que muestra reestenosis

e la anastemosis traqueal al final de! estudio.
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\J correlacionar la evaluacion radiclogica con la endoscdpica, nos pudimos dar
uenta que independientemente de la técnica utilizada para evaluar la estenosis
raqueal, al comparar la aplicacién de acido hialurdnico vs solucion salina
siolégica; encontramos que fas fraqueas a las que se les aplicod SSF presentaron
nayor porcentaje de estenosis con reduccion de la luz traqueal estadisticamente

ignificativa (Ji cuadrada p<0.05) (Grafica 1).

. Hallazgos Macroscépicos.

-uando los animales fueron sometidos & eutanasia, a la evaluacion macroscopica
ingdn grupo presentd evidencia alguna de dehiscencia, infeccién o fistulas. En
mbos grupos, la anastomosis estaba bien sellada

e observé presencia de tejido fibroso moderado y de consistencia laxa (Figura
2) asi como la presenicia de aparentes vasos de neoformacién a nivel de la
nastomosis, tanto sobre el cartilago como sobre la mucosa en los perros del
rupo |, mientras que en el 100% de los animales del grupo Il el tejido fibreso fue

bundante y de consistencia firme.
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igura 12. Pieza quirtrgica macroscopica del animal del grupoe | en &l que se

resentd reestenosis

. Hallazgos Microscopicos.

| evaluar la histologia de los animates del grupo de dcido hialurénico (grupo 1}, 4
erros (80 %) mostraron desarrollo de nuevas fibras de colagena densa, delgada ,
lastica y bien crganizada (Figura 13), tambien estos animales presentaron
2accion inflamatoria leve en 1a submucosa serosa y lamina propia de [a traguea,
n 2 de éstos sujetos de estudio se observd hemorragia en el epitelio y lamina
ropia. En un animal de este grupo, se presentd reaccion inflamatoria intensa a
ase de linfocitos en todas las capas de la traguea. con reaccion granulematosa al

aterial de sutura, v formacion de fibras de coldgena gruesas y desordenadas.
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~igura 13. Fotomicrografia, que muestra una capa de fibras de coldgena bien

wrganizada (C) alrededor del matenal de sutura (S). Tincion Masson 10x.

=n el grupo I} en todos los casos (100%) se observo fibrosis, caracterizada por la
ormacion de nuevas fibras de coldgena gruesas y desordenadas, 2 de estos
animales presentaren inflamacion leve en la lamina propia. Los otros 3 animales
30 %) en todas las capas de [a traquea, mostraron inflamacidn severa a base de
infocitos, con presencia de células gigantes a cuerpo exirafio en la zona de las
suturas {Figura 14), ademas 2 de estos animales presentaron hemorragia en la

amina propia
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igura 14. Fotomicrografia que muestra el granuloma (G) formado en un animal

lel grupo I, también se observa el infiltrado Inflamatorio severo (flecha). Tincidn

{-E 2.5x.

5. Hallazgos Biogquimicos.

“n el 100% de los animales sometidos a estudio, la concentracién de miligramos
le colagena por gramo de tejido se incremento después de la cirugia y aplicacién
iel acido hialurdnico y de la SSF. En el grupo |, la concentracion de colagena
yromedio + DE antes de la cirugia fue de 281 26 + 39 23 mg de colagena/g de

e)ido y despues de la cirugia con aplicacion de acido hizlurdnico fue de 316 81 &
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56.56 mg de colagena/g de tejido. Mientras que en el grupo Il antes de la cirugia
fue de 187.18 £ 28.20 mg de colagena/g de tejide y postcirugia con aplicacién de
SSF fue de 216.06 + 94.66 mg de coldgenalg de tejido. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar las concentraciones de
colagena denfro de cada grupo (ANDEVA: antes de la cirugia vs postcirugia y
acido hialurénico p NS (p = 0.0861), antes de la cirugia vs posteirugia SSF p NS (p
= 0.1926) y entre los 2 grupos de estudio (-student antes de la cirugia grupo | vs
antes de la cirugia grupo Il p NS (p = 0. 0753), posteirugia y SSF vs postcirugia vy

acido hialurénico p NS (p = 0.2815). (Cuadro 2) (Gréafica 2)

Cuantificacion de Colagena en mglg de tejido traqueal

Grupos de Estudio

Solucién Salina

Acido Hialurénico Fisiologica
Pre-cirugia 187.18 £ 28.20 281.26 £39.23
Post-cirugia 216.06 £ 94.66 316.81 + 56.56

P= NS (ANDEVA y t-Student)
Cuadro 2. Concentracion de mg de colagena promedio + DE / g de tejide en lfos
jrupos de estudio SSF (solucion salina fisiologica). AH (acido hialurénico).

ANDEWVA vy t-Student entre las 4 concentracionss promedio p=ns.
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. HALLAZGOS MORFOMETRICOS.

o se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los
arametros morfométricos entre ninguno de los grupos, sin embargo se encontrd
na correlacion estadisticamente significativa entre et porcentaje de estendsis

bservado y el area externa (r= 0.5783, p=0.02) (Cuadro 3} (Gréfica 3) (Diagrama

).



EVALUACION MORFOMETRICA

Parametro SSF-Post AH-Pre AH-Post
Area interna 1.30+0.49 1.63+0.23 1.50+0.50
Area total 3.03+0.98 2.92+0.34 3.28%1.26
Area externa 1.67+0.40 1.29%0.12 1.7820.82
Longitud > interna 0.59+0.26 1.7520.16 1.74%0.34
| ongitud < interna 2.33+0.41 0.81+0.09 0.73%0.27
Longitud > total 1.07+0.37 2.22+0.15 1.83%0.90
Longitud < total 0.4210.21 1.20%0.12 1.0630.61
Espesor > externo 0.1940.04 0.32+0.03 0.48+0.18
Espesor < externo 1.7240.63 0.15%0.05 0.23+0.82

Cuadro 3. Evaluacion marfomeétrica de los anillos traqueales. Los datos se

presentan como premediotDE. ANDEVA entre los tres grupes de estudio

= ns en todos los par2metros evaluados. SSF

Solucidn  Salina

Fisiologica. AH = Acido hialurénico. Area expresada en em?, longitud y

€5pesor en cn.




‘(oBenaes A eidoad gullug'eSOoNWIGNS ‘BSOONIL) BLABEXS B 19 A S[SQUaISA ap alejuasiod |2 4u3 [EAUI UQIDRISII0]) If BILRILY
{;wa) eutalxg eosy

5°¢ [4 s 3 g0

L ]

£20°0=d ‘08250 =14

[eaur uQIoE[alI0D

0t

0Z

0g

o

05

N9

{2) sispudsg



L ewesbeiq

VIONIYI43d 30 VINVHOVIA

(awg) auleyx3 Jousy

(INT) oureixT JoAe iy
l0sadsy

(Jw7) |e10] JouBy
(LW) [ejo L Jokew
(1W) BuISIU| JOUSIA
(1IAT7) Bulau| oA
:pnybuon

(3y) lelol
(ay) eutaix3g
(1y) Bulalyy
‘ealy

. Fo"wm B B B ™S aamgsw B E % DAL B E 1 7 % FHF =y y a =y



32

1l. DISCUSION.

n la practica diaria de la crrugia clinica, se presentan numerosos retos e
terrogantes para quien la ejerce y uno de esios problemas es el tratamiento
decuado de las lesiones tragueales, entre las que sobresalen las estenosis post
tubacion, las cuales requieren de la reseccion y recenstruccion del segmento
aqueal afectade. Sin embargo la realizacidn de esta técnica quirdrgica,
ecuentemente se complica con reestencsis del segmento tragueal operado en
n 21% de los casos (4).

ara resolver este problema se han intentado el uso de diferentes tejidos
rotésicos e inclusc la realizacion de transplantes (5, 38) asi como la
dministracion de diferentes meduladores de la cicatrizacidon como la colagena
olivinil pirrolidona {25).

debido a que el acido hialurdnico es un modulador de la fibrogénesis de colagena
urante el proceso de cicairizacion, acelerando su depésito y organizandola en un
atron mesenquimatoso muy parecido al normal, en forma unidireccional y fibrilar,
vitando la formacion de fibrosis (24); en este estudio se evalud el efecto de la
plicacion de dcido hialurdnico sobre la cicatrizacion traqueal, después de realizar
na traguecplastia en perros.

>on respecto a la evolucion clinica al relacicnarla con los hallazgos radiologicos,
ndoscopicos y macroscopicos, se puede considerar que el estridor presentado
or los animales del grupc |l (SSF), fue provocado por que a nivel de la
inastomosis se desarrolld tepdo fibroso de consistencia firme que a la tincidn con

Aasson mostrd colagena desarganizada, a diferencia del Unico animal del grupa |
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n el que el tefido fibroso desarrollade fue laxe (que incluso, permitia el pase del
ndoscopio sin dificultad a través de la estenosis) donde se corrobord existencia
e colagena organizada por histelogia. La organizacion del depdsito de la
vlagena es un efecto del AH, que favorece el rapido movimiento de células
esenquimales, acelera la migracion del fibroblasto dentro de la herida hasta un
0% mas rapido , acrecentando su habilidad para sintetizar colagena, modulando
si, la fibroplasia (23). En ningln caso se presentd disnea, debido a que la
stenosis formada, aunque era del 50% de la Juz tragueal, no impedia el paso
decuado de aire hacia los puimones,

os hallazgos radiclogicos vistos en este trabajo fueron significativos, solo cuando
> compararon con los observados mediante la endoscopia, Unicamente con
specto a la disminucidn del diametro traqueal, debido a que radiologicamente no
2 puede establecer un diagnostico de estenosis, a menos que se realice una
mografia lineal o broncoscopia (8).

a mejor eveolucion durante el proceso cicatrizacidon de la anasiomosis traqueal,
hservada por endoscepia en {os animales del grupo 1, nos indica, que en realidad
- efecto del acido hialuronico disminuye la reaccion inflamateria después del
auma guirdrgico, ya que a partir del dia 10 postcirugfa, desaparecid la hiperemia
edema que mostraron durante la primer semana posterior al procedimiento
uiriirgico, a diferencia de los animales del grupe I, en la que se mantuvieron por
as tlempo. A este respecto, la respuesta inflamatona en presencia de AH es
inima, debide a que favorece la proliferacion de células mesenguimaies creando

1 infiltrado inflamatorio monecelular, donde la paricipacion del linfocito T en su
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wduccion de las citocinas que controlan fa funcion del fibroblasto para estimular
formacion de coldgena en la henda, estd disminuida y con esto hay menor
rmacion de fibrosis (1). Estos hallazgos coinciden con los descritos por
ernandez Aguilar en 1698, quien estudic el efecto del AH sobre la cicatrizacion
e anastomosis uretrales en el perro y observé menor grado de esfenosis,
usencia de inflamacion c¢ronica, menor proceso inflamatorio agudo local vy
eriférico (16).
| momento de la eutanasia, al correlacionar los hallazges endoscépicos con los
bservados macroscopicamente se pudo confirmar que en los perros def grupo [,
e mantuvo la estenosis dei segmento traqueal anastomosade, asi como la
resencia de gran cantidad de tejido fibroso de consistencia firme., Ademas de
orroborar que en los animales del grupe de acido hialurdnico si hubo presencia
e vasos de neoformacion sobre el cartilage v en la mucosa traqueal. Al mismo
empo s$e cenfirmo que el tejido fibroso desarrollado en estos animales era de
onsistencia laxa.
stas observaciones concuerdan con las vistas per Cruz Yanez en 1993, cuando
westigd el efecto del AH scobre la cicatnizacidn intestinal en ratas y concluyd que
2 aplicacidn de AH en las anastomosis intestinales produce cicatrices laxas,
esistentes y ne estenasantes (11). También coinciden con los hallazgos de Quiréz
Suerrera (1996) quien utilizé el AH en ratas, para evaluar sus efectos sobre la
icatrizacion del esofage con quemaduras per caustico y observe menor respuesta
flamatoria macroscdpica y microscdpica, asi como una reparacién fisufar fina, sin

brosis . Del mismo modo estas observaciones se relacionan con las vistas en
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as anastomosis Uretrales tratadas con AH, que desarrollan cicatrices laxas{33). La
resencia de vasos de neoformacion en los animales del grupo |, se debid a que ta
nglogénesis se incrementa en presencia de acido hialurdnico (22). Aungue
ambién la necformacion de vasos indica que el proceso de cicatrizacion todavia
0 ha concluido y se encuentra en ia fase de maduracidn, fa cual puede durar de
neses a afios, se caracteriza por que durante este periodo desaparece el infiltrado
1flamatorio, hay incremento en las uniones cruzadas de las fibras de colagena
on el fin de dar una mayor fuerza a la cicajriz, ademas de que se presenta
welucion de los vasos sanguineos formados (este proceso termina cuando [a
oldgena alcanza su densidad maxima, desapareciendo por completo los vasos
anguineocs y la cicatriz se vuelve de aspecto palido) {9, 35, 36).

a evaluacidn microscopica en todos los animales de este trabajo, proporcionan
yidencia de que en ambos grupos, s& presentd cicatrizacion, caracterizada por el
lesarrollo de nuevas fibras de coldgena; sin embargo la organizacion, disposicion
grosor de las fibras, asi como la inflamacion, si fué diferente entre los 2 grupos,
> que nos hace considerar que el acido hialurénico si interviene en la organizacién
“disposicion de las fibras de colagena (24).

a inflamacién severa con presencia de linfocitos en las muestras de los animales
lel grupo (I, fue debida principaimente a que se presentd un proceso de
lamacion crénica en la que Ios linfociinos muesiran el efecio de oitocinas
roinflamatonas como el factor de crecimiento denvado de plaquetas, facter p de

ransformacion del crecimiento (20) Sin embargo este tipo de inflamacién cronica
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iempre termina en cicatrizacion (aunque esta puede ser con deformidades) (2,
0, 36).

n los animales del grupo | la inflamacion fue menor y sin presencia de linfocitos
orque el AH fimita la accién de éstos (1)

on respecto a la presencia de células gigantes a cuerpo extrafio en la zona de
3s suturas, en un animal del grupo 1 y 3 del grupe 1i, es una respuesta de
flamacién crénica granulomatosa, en la cual el material de sutura actud como un
ritante dificit de digerir por los macrdfages, provoco la fusion de éslos y por eso
e formaron las células gigantes a cuerpo extrano (30, 35, 38).

| incremento en las concentraciones de coldgena por gramo de tejido,
bservadas en este estudio, se correlacionan con lo visto en la evaluacion
ndoscopica, macroscdpica y microscopica, en donde fue evidente la cicatrizacion,
or lo que aparentemente no existen evidencias de que el dcido hialurénico tenga
lgun efecto sobre la cantidad de colagena producida en la anastomosis traqueal.
“stos resultados coinciden con los de otros autores que han estudiado
icatrizacién en modelos experimentales aplicando diferentes farmacos y no han
ncontrado alteraciones en la cantidad de colagena que se deposita en la cicatriz

3,12, 29).

>on respecta al examen morfométrico ne hubo cambios en ninguno de los
yarametros evaluados en ambos grupos, pero al correlacionar el porcentaje de

:stenosis con las areas medidas, solo ef drea externa tuvo correlacion positiva con



37

a estenosis, sin embargo esto pudo deberse a la inflamacion o fibrosis que se

rrodujo en el sitio de 1a anastomosis traqueal.
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N. CONCLUSIONES

le acuerdo a lo descrifo se puede concluir que:

1 perro es un modelo experimental para el estudio de la cicatrizacién en

nastomosis traqueales.

a radiografia lateral de cuello es Uil para sefialar la exisiencia y localizacion de

na zona de estenosis pero no siempre tiene correlacién clinica ni endoscdépica.

a traqueoscopia es el procedmiento ideal para valorar macroscdpicamente la

volucidn posquirdrgica de una traqueoplastia en perros.

| acido hialurdnico aplicado después de la realizacion de {raqueoplastias en

erros disminuye la inflamacién de la anastomosis

| acido hialurdnico no influye sobre la cantidad de colagena depositada en la
Icatnz de la anastomosis traqueal después de llevar a cabo tragueoplastias en

erros;

listoldgicamente  la aplicacién  de  acide hialurdnico  despues de realizar

-aqueoplastias en perros mejora la calidad de la cicatrizacion ya que organiza y
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stribuye la coldgena de forma unidireccional, con o que se evitan [as cicatrices

osas,

1s traqueoplastias en el perro tratadas con &acido hialurbnico, disminuyen la

rmacion de estenosis; cuando ésta sucede es asintomatica, relajable y laxa.

1 forma de aplicacion del acido hialurénico a la traqueoplastia puede mejorarse
ediante el uso de una aguja endoscépica de escleroterapia, para permitir una

ayor permanencia del farmaco en la herida quirargica.

s fundamental contar con un departamento de cirugia experimental dingido por
vestigadores de tiempo completo y equipado con personal calificado e
fraestructura necesaria para generar resultades que aporten  beneficiog

plicables a los pacientes.

ste es un trabaic de investigacion basica cuya infermacion es confiable y puede
arvir de referencia para otros proyectos de investigacion que esién relacionados

on el estudio de moduladores de la cicatrizacién.
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