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RESUMEN

Introduccion. La estenosis laringea (EL) es un estrechamiento completo o parcial de la
endolaringe que afecta fanto a la poblacién pediétrica como a la adulta. La causa mas frecuente
de la estendsis subglética adquirida es la intubacién orotraqueal prolongada. Los modelos
experimentales de EL sefialan a la lesion del cartilago como el factor més importante en el
desarrolio de la estenosis. Sin embargo, no se conoce la fisiopatologia subyacente. Las
metaloproteinasas son enzimas que degradan la matriz extracelular y su activacién excesiva se
acompana de una respuesta de reparacion que lleva a la fibrosis. Por lo anterior, es posible que
participen en el desarrollo de la EL experimental y iatrogénica.

Objetivos. El objetivo del presente trabajo es demostrar la expresion de metaloproteinasa 2 (MMP-
2) y estudiar los cambios histopatolégicos en un modelo experimental de estenosis subglotica en
el conejo.

Material y Métodos. A 24 conejos se les produjo una lesién subglética directa que desarrolla
estenosis. El sitio de la lesion se estudi6 a los 3, 6 y 30 dias, macroscopicamente para determinar
el grado de estenosis y microscopicamente, después de procesarlas con diferentes técnicas de
tincién y con inmunohistoquimica para determinar los cambios tisulares y de expresién de ia MMP-
2. El sitio contralateral a la lesion se utilizd como testigo y la regién subglética de 6 conejos en los
que no se realizé la lesion, como grupo control. Para el analisis estadistico se aplico analisis de
varianza para comparar las respuestas promedio de las variables estudiadas. El valor significativo
de p<.0005.

Resultados. Los animales experimentales mostraron estenosis grado | (promedio 15.5y 13.1%) en
el grupo de 3 y 6 dias y estenosis grado Il (promedio 55.5%) en el grupo de 30 dias. En los
primeros 6 dias posteriores a la lesion hay una respuesta tisular caracterizada por la pérdida del
epitelio normal y reepitelizacion con metaplasia escamosa o con un epitelio similar al respiratorio
pero sin células caliciformes ni células ciliadas; por cambio del tejido conjuntivo fibroso laxo a tejido
conjuntivo areolar de la lamina propia y de la submucosa con mayor vascularizacion y reparacion
con fibrosis temprana; por la presencia de un infiltrado eosinofilico de la lamina propia y del
epitelio, con transmigracion hacia la luz; por pérdida de los adenomeros mMuCOSerosos; por
pericondritis y por inmunorreactividad a la MMP-2, localizada en eosindfilos, fibroblastos y
condrocitos. A los 30 dias de |a lesién, la respuesta tisular estad representada por una notable
fibrosis vascularizada que sustituye la lamina propia y la submucosa normales y donde no hay
positividad a MMP-2.

Discusion. En el presente trabajo se demuestra por primera vez la expresion de MMP-2 y la
presencia de eosinofilia tisular, infiltrado epitelial y transmigracién de eosindfilos, eventos que
podrian ser fundamentales en la magnitud del dafio tisular inicial. Por otro lado, las nuevas
atribuciones funcionales de los eosindfilos relacionadas con la promocién de la induccion de la
mitosis y mayor sintesis de matriz extracelular por los fibroblastos, coloca a éstas células en el
centro de la fisiopatologia de la estenosis experimental y podria abrir nuevas posibilidades
terapéuticas y de prevencion de estenosis subglética.

Conclusién. En la estenosis subgldtica experimental, la activacion temprana de los eosindfilos in
situ, con la expresion de MMP-2 determinan parciaimente la magnitud del dafio a la matriz
extracelular. Al mismo tiempo, los eosindfilos podrian promover la reparacion de la lesion al
estimular la activacion y sintesis de matriz por parte de los fibroblastos.



ABSTRACT

Introduction. Pediatric and adult population can be affected by a laryngeal stenosis (LS) that
represent a partial or complete narrowness of larynx. An extended orotracheal intubation is the
more frequent cause of subglottic stenosis. According to experimental models observations,
cartilage disturb is the more important event to develop stenosis. However, many
physiopathological events associated to this process are unknown. Metalloproteinases (MMPs) are
zinc-dependent extracellular matrix degradating enzymes, whose excessive activation is
accompanied by tissue inhibition and then by fibrosis. Thus, it is possible that MMPs have a central
role in experimental and iatrogenic LS.

Objectives. Induce LS in the rabbit to study the histopathological changes and demonstrate the
expression of MMP-2.

Material and Methods. Experimental group were 24 rabbits which were studied at 3, 6, and 30
days after subglottic injury. Stenosis grade was evaluated macroscopically and different histological
stain techniques and immunochistochemistry to MMP-2 were used to study histological changes.
Wound opposite side and normal subglottis of 6 animals of control group was analyzed to compare
the results. Comparisons of mean responses between groups were performed with an analysis of
variance. The differences were considered significant when the P < 0.0005.

Results. A subglottic stenosis grade I was observed in experimental animals at 3 and 6 days after
injury, whereas a grade II was identified at 30 days. Injury produce among the onset and 6 days
after, a loose of normal epithelia, connective tissue in lamina propria and submucosa had an
areolar aspect, increase in blood vessels, and evidences of perichondritis. Simultaneously, repair of
the wound was observed, characterized by re-epithelization and early fibrosis. However, the most
prominent finding was the presence of lamina propria and epithelial infiltration by eosinophis, which
were MMP-2 positive as well as fibroblast and condrocytes. At 30 days of injury, a prominent
vascularized fibrosis was observed among epithelia and cartilage.

Discussion. In the present work we demonstrated for the first time the presence of an intense
infiltrate of eosinophils at injury subglottic of rabbit, that express MMP-2, as well as other cells like
fibroblast and condrocytes. We propose and discuss that eosinophils play an important role in
degradation of extracellular matrix but also in the repair of wound. New therapeutic approaches to
prevent or treatment of subglottic stenosis are possible with this information.

Conclusion. We concluded that eosinophils and MMP-2 expression might increase the damage in
experimental LS, but also these cells could be relevant in the repair process, stimulating mitosis and
extracellular matrix by fibroblasts.



INTRODUCCION

La estenosis laringea (EL) es un estrechamiento completo o parcial de la
endolaringe que afecta tanto a la poblacion pediatrica como a la adulta. Se puede
presentar en la supraglotis, la glotis o en la subglotis. Esta ultima es la mas comin
y la de mas dificil tratamiento. La etiologia de la estenosis laringea puede ser
dividida en dos grupos: la congénita y la adquirida. "

Estenosis laringea congénita

La EL congénita es secundaria a una inadecuada recanalizacion de la luz laringea
después de una completa fusién epitelial normal al final del tercer mes de
gestacion.?® La estenosis congénita subglética se encuentra dentro de un
continuo de alteraciones que incluyen atresia laringea, estenosis vy
membranas.“*® La estenosis subglética congénita puede ser membranosa y
cartilaginosa “® y debido a que es menos severa que la adquirida, el tratamiento
€s mas conservador.

Estenosis laringea adquirida

La EL adquirida tiene diversas causas dentro de las que destacan la intubacién
orotraqueal prolongada, la infeccion, la inhalacion de substancias toxicas y las
enfermedades inflamatorias sistémicas o locales y neoplasias.” La forma
adquirida mas frecuente es de origen iatrogénico y es el resultado de una
intubacién prolongada o de intervencion quirtirgica.'” Antes de la era moderna de
la resucitacion neonatal, la mayoria de las estenosis subgldticas eran de origen
congénito, pero después de los afios 60 casi el 92% son del tipo adquirido
secundario a intubacion orotraqueal.”” El rango de incidencia de estenosis
subglética después de intubacion prolongada en neonatos varia desde 1% hasta
el 8% En la poblacion adulta la incidencia de estenosis subglética
postintubacién va de 4% al 14%.

Fisiopatologia de la estenosis subglética adquirida

La fisiopatologia de la estenosis subglética adquirida esta parcialmente entendida.
La presion ejercida por la canula endotraqueal en las primeras horas o dias
provoca edema y eritema de la mucosa a nivel del cricoides."*'® Con la
persistencia del trauma, aparecen ulceraciones y tejido de granulacion con
exposicioén del pericondrio, seguida de condritis, la cual empeora si hay infeccién
bacteriana agregada."'®'” Lo anterior conduce a la necrosis y destruccion del
cartilago subyacente y, por lo tanto, del soporte de la luz subglética. Cuando la
fuente del trauma es removida, la pared inicia una cicatrizacién con formacién de
tejido fibroso y produccién de colagena.

El depésito de colagena inicia a los 5 6 6 dias después del trauma y alcanza un
maximo entre los 14 y 35 dias. Los fibroblastos presentes se contraen y traccionan
circunferencialmente los bordes de la cicatriz, disminuyendo la luz laringea y
traqueal."



Los sitios mas dafiados son la region subgldtica en los nifios y la endolaringe
posterior en los adultos."®'® En los nifios, la rezgién subglética es especialmente
proclive al dafio por intubacion endotraqueal “*2" Los factores implicados son:
dafio directo a la mucosa subglética por intubaciéon traumatica o intentos
repetidos; accién abrasiva del tubo en contra de la mucosa durante la deglucion;
caracteristicas fisicas del tubo endotraqueal, accién de “piston” del ventilador
mecanico, coexistencia con tubos nasogastricos, factores sistémicos y el tiempo
de intubacién, que para muchos autores es el factor mas importante.

Es aceptado que la intubacién es mejor tolerada en pacientes jovenes que en
viejos debido a la relativa inmadurez del cartilago laringeo de los neonatos,
caracterizado por una mayor celularidad con escasa matriz cartilaginosa, lo que lo
hace mas flexible y resistente a la presién. Asi como la localizacién méas alta de la
laringe neonatal, con una inclinacién posterior y su forma de embudo.”

Los nifios prematuros pueden ser intubados por mas de 4 a 5 meses, pero los
adultos por un maximo de 2 a 3 semanas antes de pensar en una via aérea
alternativa. Sin embargo, no hay un lineamiento exacto para la duracién de
intubacién en funcién de la edad. ' Varios estudios en adultos han mostrado que
un periodo de 7 a 10 dias es aceptable, después del cual la intubacion prolongada
presenta mayor incidencia de complicaciones.

Clasificacién de la estenosis laringea

Uno de los sistemas de clasificacion de la EL mas cominmente usado es el
propuesto por Cotton en 1984, modificado subsecuentemente por Cotton et al
en 1989.%) El porcentaje de obstruccion y la localizacion anatémica de la lesion
estan determinados por evaluacién endoscépica y se otorga de grado | al IV.
(Tabla 1)

Tabla 1. Escala de gradiente para estenosis laringea

Grado Obstruccion de la luz laringea
| <50%
I 51-70%
i 71-99%
v obstruccion completa

Tratamiento de la estenosis laringotraqueal

El tratamiento de la EL adquirida continua siendo un gran reto. El éxito del
tratamiento requiere establecer una adecuada via aérea mientras se preservan las
funciones laringeas de proteccién, fonacién y cierre glético sostenido para
incrementar la presion intratoracica. En los casos mas leves se recomienda una
conducta expectante. Los casos moderados pueden ser tratados con
procedimientos endoscopicos con dilatacion o uso de laser.?®) Los tratamientos
quirdrgicos abiertos son variados y pueden utilizar o no diversas férulas o injertos.
En éstos se debe procurar el minimo trauma quirirgico hacia la via aérea para
reducir la cantidad de tejido fibroso. Sin embargo, en todos se ha observado un



apreciable rango de reestenosis, probablemente por una continuacion del proceso
inflamatorio crénico inicial o secundario al dafio sufrido durante el manejo.

El uso de diversos agentes farmacolégicos para mejorar los resultados de los
procedimientos quirdrgicos es otra estrategia. Se han probado esteroides
sistémicos combinados con antibidticos; agentes latirogénicos “?” que interfieren
con el proceso de formacion de enlaces cruzados de la colagena y otros, sin
resultados concluyentes @) que aun no tienen un impacto significativo en la
practica’®?® y esta claro que no existe un tratamiento 6ptimo.

Modelos experimentales de estenosis laringea

Recientemente, se ha enfocado la atencion hacia la fisiopatologia de la estenosis
subglética adquirida secundaria a intubacion endotraqueal prolongada, asi como a
su prevencién y tratamiento. Sin embargo, ha sido dificil estudiar los factores
responsables de este dafio y probar tratamientos en estudios clinicos controlados.
En consecuencia, muchos investigadores han propuesto modelos animales para
estudiar la respuesta de la regidn subglética hacia un dafio bien definido y probar
diversas opciones terapéuticas.

El modelo canino ha sido utilizado por varios afos, pero tiene diversas limitaciones
de procedimientos, morbi-mortalidad y altos costos.®® El modelo de oonelco: ha
sido utilizado en maltiples estudios de estenosis subglética experimental.?**% Se
ha utilizado en induccién de estenosis subglética via endoscopica transoral y a
través de la realizacion de laringofisura para ocasionar dafo quimico 0 mecanico
circunferencial."”Se menciona que el conejo resulta un buen modelo por las
dimensiones similares a las de la laringe neonatal.

Estenosis laringea experimental y metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMPs) son una familia de enzimas endopeptidasas
dependientes de zinc y activadas por Ca®*, responsables de la degradacion de la
matriz extracelular, que desempefian un papel central en diversos procesos
fisiologicos como la morfogénesis, la angiogénesis, la inflamacién, la ovulacién, la
involucion uterina, etc.®” Las MMPs se pueden clasificar en diferentes subfamilias
que incluyen a las colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y metaloproteinasas
“de membrana”. La expresién genética de las MMPs esta regulada por una
variedad de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento, los
cuales pueden incrementar o disminuir la sintesis de estas enzimas en una célula
especifica.®?

Las MMPs también son importantes en el desarrollo de numerosos fendémenos
patolégicos que incluyen artritis reumatoide, invasion 1umora|, enfermedades
fibrosantes, enfisema y dafio pulmonar agudo, entre otros.®® Asi, el incremento
descontrolado de su actividad provoca destruccion tisular, como se observa en el
cartilago en la artritis reumatoide, el cual es degradado por colagenasas
intersticiales. Por el contrario, en el caso de las enfermedades fibrosantes, como la
fibrosis pulmonar, la disminucién anormal de la actividad de MMPs favorece el
depdsito exagerado de moléculas de la matriz, en especial de las colagenas
intersticiales en los tejidos afectados.®* Esto (ltimo podria ser analogo a lo que
ocurre en el desarrollo de procesos estendticos de estructuras tubulares. Hasta
ahora no existen informes de la posible relacion entre la estenosis laringotraqueal



experimental o de pacientes y la expresion temporal de MMPs. Si embargo, la
participacién de estas enzimas en la fisiopatologia de la estenosis laringotraqueal
es sugerida por los resultados obtenidos de un modelo de traquea in vitro, donde
se demostrd que los condrocitos secretan MMP-2 y MMP-9. Estas MMPs
interfirieren con la proliferacion, migracion y adhesion del epitelio respiratorio y, por
tanto, con Ia reepitelizacién luminal.®®



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta ahora no se conocen los eventos celulares y moleculares tempranos en las
lesiones experimentales y iatrogénicas laringotraqueales que culminan con el
desarrollo de estenosis. El conocimiento detallado de aquellos en modelos
experimentales podria contribuir al disefio de estrategias de prevencién y
tratamiento de la estenosis subglética en humanos.

JUSTIFICACION

Aunque la estenosis subglética adquirida, principalmente secundaria a intubacion
prolongada no se presenta en porcentajes muy altos, se ha visto un incremento en
su incidencia y tiene un importante impacto en la calidad de vida de los pacientes
que la padecen. Por otro lado, alin no existe un tratamiento dptimo por lo que
representa un gran reto terapéutico. El conocimiento detallado de la fisiopatologia
que lleva a la degradacién de la matriz y a la reparacion o cicatrizacion excesiva
podria abrir camino en el disefio de tratamientos.

HIPOTESIS
La lesion experimental que induce estenosis subglética en conejos se relaciona
con la expresion aguda de MMP-2.

OBJETIVOS

General

Describir la reactividad tisular y la expresion de MMP-2 a los 3, 6 y 30 dias
después de la lesion experimental que induce estenosis subglética en conejos.

Especificos
Provocar una lesion subglética similar a la que induce estenosis subglotica
experimental en conejos.

Estudiar los cambios epiteliales, de la lamina propia y del cartilago en el sitio de la
lesién que induce estenosis subglética en conejos y comparar con el sitio
contralateral.

Demostrar por inmunochistoquimica la expresion de MMP-2 en el sitio de la lesion
que induce estenosis subglética y contralateral, en los diferentes tiempos
establecidos.

TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio experimental, prospectivo, longitudinal, descriptivo,
comparativo y ciego. Se llevo a cabo en el laboratorio de Inmunologia comparada
de piel y mucosas del Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad
de Medicina de la UNAM. El tiempo de realizacion fue de enero a julio del 2004,



MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron 30 conejos machos Nueva Zelanda libres de patégenos de 3 kg,
blancos, mayores de 15 semanas de edad, proporcionados por el bioterio de la
Facultad de Medicina de la UNAM. Todos los aspectos de manejo Y
procedimientos en los conejos se hicieron de acuerdo a lo sugerido en el “Manual
de manejo y anestesia en el conejo como modelo quirtrgico en docencia® de la
Facultad de Medicina.”® El grupo experimental fue de 24 conejos el cual se dividid
en 3 grupos de 8 conejos cada uno. El resto de los animales fueron el grupo
control. Todos los animales tuvieron un ayuno preoperatorio de 3 horas.

Procedimiento quirdrgico

Después de la anestesia general por inyeccién intramuscular de ketamina
(20mg/kg) y pentobarbital sodico (40mg/kg) intravenoso, en posicion supina con
hiperextensién del cuello, se realizé tricotomia de la region anterior del cuello y
antisepsia con solucion de yodo povidona y se limitd el campo quirirgico con
gasas estériles. Posteriormente, se infiltr xilocaina con epinefrina al 1% y se hizo
una incision longitudinal en la linea media del cuello, desde el cartilago tiroides
hasta aproximadamente 1 cm por arriba del esternon.® Se realizo diseccion roma
del tejido subcutaneo, de los musculos pretiroideos en la linea media y de la fascia
pretraqueal. Se hizo una incisién horizontal de 3 mm por debajo del cartilago
cricoides a través de la cual la mucosa cricoidea fue lesionada posterolateralmente
del lado derecho, utilizando una fresa quirtrgica de diamante la cual se hizo girar
varias veces con el fin de ocasionar dafio profundo que incluyera al cartilago ® La
fisura y los planos se suturaron con puntos simples de poliglactil 4-0. (Vicryl ®) La
piel se suturd con nylon 4-0 (dermalon ®) con puntos simples. (fig. 1) Al finalizar el
procedimiento los animales presentaron respiracién esponténea.

Cada grupo de animales correspondid al tiempo en que serian sacrificados y los
tiempos fueron: 3, 6 y 30 dias. Después del procedimiento todos los animales se
mantuvieron con alimento y agua a libre demanda. Los signos vitales se
registraron diariamente y se puso especial atencion al estado de la herida y a la
identificacién de datos de dificultad respiratoria. Adicionalmente se buscaron datos
de enfisema subcutaneo, hematomas y estado general del conejo.

Grupo control y testigo

La mitad izquierda no lesionada de los conejos experimentales se utilizé como el
testigo de la mitad derecha lesionada. Adicionalmente, se incluyeron 2 conejos por
cada tiempo de sacrificio, sometidos a todos los procedimientos excepto la lesion
subglética (grupo “sham”) Estos 6 animales constituyen el grupo control.



Figura 1. Procedimiento quirtrgico para lesion subglética del conejo



Criterios de inclusién
Conejos machos Nueva Zelanda de 3 kg y libres de patégenos de 15 semanas de
edad, sanos y donados por el bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Criterios de exclusién
Se excluyeron todos aquellos conejos clinicamente enfermos. Asi como a conejos

hembras o de menor peso o no donados por el bioterio de la Facultad de Medicina
de la UNAM.

Criterios de eliminacion.
Conejos que fallecieran durante el estudio. Que presentaran infeccién o

enfermedad durante el desarrollo del estudio o que tuvieran alguna otra
complicacidn.

Obtencion de las muestras

Los animales fueron sacrificados por sobreanestesia con 10 mL de pentobarbital
sodico intraperitoneal a los 3, 6 y 30 dias después de la lesion subglética. Se
obtuvo la laringe y se realizaron cortes transversales de 3 mm con navaja Gillette®.
El sitio de la lesién se dividié en dos partes. Una se destind para la identificacion
de MMP-2 y fue incluida en O.C.T. compound (Tissue-Tek, Sakura®) y congelada
a -70 °C en un ultracongelador (REVCO, Inc.) hasta la realizacion de los cortes
por congelacion. La otra fue fijada en formol al 10% en amortiguador de fosfatos,
durante 24 h y procesada para inclusion y corte en parafina.

Como testigo se utilizé la zona no lesionada del mismo corte y como controles se
emplearon cortes del area subgldtica de conejos a los que se les realizaron todos
los procedimientos excepto la lesién (grupo “sham”) y que se procesaron como los
experimentales

Técnicas histol6gicas (ver apéndice)

Los cortes, de 6 um de grosor, fueron tefiidos con las técnicas de Hematoxilina-
Eosina (H-E) para histologia general;, PAS para lamina basal y glucoproteinas;
tricrémico de Masson para fibras de coladgena; Wilder para fibras reticulares; azul
alciano a pH 2.5 para glucosaminoglucanos (GAGs) sulfatados débilmente acidos,
sialomucinas y acido hialurdnico; y azul alciano a pH 0.4 para GAGs sulfatados
fuertemente &cidos. Las muestras fueron analizadas por un investigador que
desconocia el origen de los cortes (ciego simple). Se tomaron fotomicrografias de
los hallazgos representativos.

Inmunohistoquimica (ver apéndice)

Los cortes por congelacién fueron procesados con una técnica de
inmunohistoquimica indirecta utilizando como reactivos un anticuerpo monoclonal
anti- MMP-2 (IgG de ratén) y un anticuerpo secundario biotinilado (Zymed, San
Francisco, CA) el cual fue revelado con el sistema avidina-biotina-peroxidasa
(Dako, Inc. Carpinteria, CA). El control de la técnica se hizo utilizando, en cada
tipo de corte (experimental y control), suero normal de ratén como anticuerpo
primario.



Descripcién macroscopica y grado de estenosis

Todos los especimenes que obtenidos se examinaron macroscopicamente y se
determiné el porcentaje de estenosis de acuerdo a la clasificacion de Cotton.
(grado 1 al 1V) Se realizéd un registro fotografico representativo de los cortes
transversales macroscépicos de los especimenes.

Anélisis estadistico

El andlisis estadistico aplicado a los resultados se hizo a través del andlisis de
varianza para comparar las respuestas promedio de cada variable. Se tomé como
significativa una p< 0.0005. En las variables histopatolégicas por tratarse de
numeros planos no se logré obtener grado de significancia.



RESULTADOS

En todos los conejos se observod cicatrizacion de la herida sin datos de infeccion,
hemorragia, hematoma y no se presenté enfisema subcutdneo en ningun caso.
Los signos vitales se encontraron dentro de parametros normales en todos los
conejos. En cuanto a los datos de dificultad respiratoria s6lo 5 conejos (20.8%) de
grupo experimental presentaron estridor leve y taquipnea durante los primeros 2
dias postoperatorios. Lo anterior cedié espontaneamente y se pensd que fue
secundario a edema agudo de la mucosa. Después, ninglin conejo presentd datos
de dificultad respiratoria y se mantuvieron en buen estado general y tolerando la
via oral normalmente. Ningun conejo fallecié durante la realizacion del estudio.

Grado de estenosis

Los especimenes de los animales que se sacrificaron a los 3 y 6 dias presentaron
estenosis subglética grado I, promedio = 15.5% y 13.1%, respectivamente(fig. 2a).
En los animales sacrificados a los 30 dias de la lesion, la estenosis fue de grado I,
promedio 55.6% (fig.2b y gréfica 1.). Estos cambios fueron dependientes del lado
derecho, que fue el sitio lesionado. El sitio contralateral a la lesién y la subglotis
del grupo “sham” no mostraron ningun grado de estenosis.

Descripcion macroscépica

Los especimenes del dia 3 de sacrificio mostraron erosion de la mucosa,
hiperemia intensa y disminucion de la luz del cricoides del lado derecho del anillo.
Los especimenes del dia 6 mostraron los mismos cambios, pero en una intensidad
menor. En lo que respecta a los especimenes del dia 30 se encontro disminucion
de la luz del cricoides, dependiente del lado derecho incluso con convexidad hacia
la luz. El lado izquierdo de los especimenes no mostré cambios macroscopicos
evidentes. Los especimenes del grupo “sham” (control) que correspondieron al dia
3 y al dia 6, mostraron cambios en los musculos pretraqueales y en el sitio de
incision del cartilago, consistentes en hiperemia y ligero edema, el cual no se
extendia hacia la luz del cricoides. En los del dia 30 no se encontraron cambios
macroscdpicos evidentes.

Histopatologia (Gréficas 2 a 9)

Conejos con 3 dias de lesién

Zona de lesién. Se encontré hemorragia acompafiada de areas de
desepitelizacion. La lamina propia mostré un aspecto areolar con pérdida de la
lamina elastica y congestion de los vasos (fig.3b). Fue notable la ausencia de
unidades glandulares y la disminucién de las fibras reticulares. En algunos sitios
con infiltrado inflamatorio en la lamina propia, éste se extendia hasta el cartilago y
se observaron sitios de pericondritis (fig. 3c).

Zona cercana a la lesién. En algunos sitios se observaron intentos de
reepitelizacion con metaplasia escamosa, epitelio cubico estratificado o epitelio
pseudoestratificado sin cilios y sin células caliciformes (figs. 4b, d; 5a, b). Un



Figura 2. Aspecto macroscopico de la estenosis subglotica experimental en
conejos. El grado | de estenosis subglotica se observo a los 3 dias de la lesion (a).
A los 30 dias de la lesion se observo un grado 1l de estenosis (b, flecha).



Figura 3. Fotomicrografias de la subglotis de conejo a los 3 dias de la lesion. En el
sitio de la lesion se observo pérdida del epitelio, hemorragia, aspecto areolar y
engrosamiento de la lamina propia, aumento del calibre y de la congestion
vascular (b). Algunos sitios del pericondrio mostraron infiltrado inflamatorio (c).
Comparese con el aspecto de la pared subglética contralateral a la lesion (a). Azul
alciano (a,b); tricromico de Masson (c). X200: a y ¢; X100: b.



Figura 4. Cambios representativos a los 3 dias en la zona cercana a la lesién
subglética del conejo y en la zona contralateral. La lamina propia presenta sitios
con mayor densidad de fibras de coladgena (b,d), ausencia de fibras reticulares (b),
observadas en la zona contralateral en color negro (a, flechas). El epitelio es
similar al observado en la zona contralateral (c) pero carece de células
caliciformes y hay pocas células ciliadas (d). Los adenomeros observados en los
sitios con tejido areolar de la zona cercana a lesion carecen de células
productoras de moco (f), lo que contrasta con la zona contralateral (e, flecha)
Wilder (a,b); tricrémico de Masson (c,d); azul alciano (e,f). X200, todas las figuras



hallazgo importante fue la presencia de un infiltrado notable de eosindfilos,
localizado en la lamina propia y dentro del epitelio, los cuales mostraron
transmigracion hacia la luz de la subglotis (fig.5a-c). En el limite con la zona
contralateral a la lesién se observé un claro gradiente en el infiltrado epitelial de
eosindfilos (fig. 5a). Los pocos adenomeros presentes no contenian células
caliciformes (fig. 4f). En la lamina propia hay una mayor densidad de fibras de
colagena sin recuperacion de las fibras reticulares (fig. 4b,d) asi como un
aumento de fibroblastos aislados o en cimulos con eosinofilia. Fue dificil distinguir
el limite entre la lamina propia y la submucosa.

Zona contralateral. La zona contralateral a la lesion practicamente no mostré
cambios histoloégicos y estuvo caracterizada por la presencia de un epitelio
cilindrico estratificado ciliado con células caliciformes, con una lamina propia de
tejido conjuntivo laxo con finas fibras reticulares, con adendémeros mixtos
submucosos y vasos de pequefio calibre (figs. 3a; 4a, c, e).

Conejos con 6 dias de lesion

Zona de lesién. Se siguen observando dreas con pérdida del epitelio o con
intentos de reepitelizacién. La ldmina propia continia con aspecto areolar y
reaparecen las fibras reticulares. Es frecuente la presencia de un infiltrado de
células mononucleares, probablemente formado por monocitos y linfocitos, y
abundantes macréfagos espumosos (fig.6d). En la periferia de la zona de lesion
se observan haces de fibras de colagena dentro de la lamina propia, la cual posee
vasos sanguineos de mayor calibre que en los sitios de tejido areolar (fig. 6e).
Persiste la ausencia de unidades glandulares y en algunos sitios hay pericondritis.

Zona cercana a la lesion. Los sitios reepitelizados de la mucosa mostraron
metaplasia escamosa o epitelio pseudoestratificado con pocos cilios y pocas
células caliciformes (figs. 6a-c). Persiste la eosinofilia “in situ” y la transmigracion
de eosindfilos (fig.6b). La lamina propia tuvo un aspecto fibroso, carecia de
unidades glandulares y presenté un gran celularidad, probablemente formada por
fibroblastos (fig. 6a)

Zona contralateral. No mostré cambios histolégico destacables. De hecho, sus
caracteristicas fueron como las descritas en la zona contralateral a los 3 dias de la
lesién. La presencia de tejido linfoide asociado a la mucosa fue un hallazgo
comun, y fue similar a lo observado en los cortes de los animales control.

Conejos con lesion de 30 dias

Zona de lesion. El epitelio observado era muy similar al tipico “epitelio
respiratorio”. Sin embargo, en algunos sitios hubo disminucién de células
caliciformes y ciliadas. La ldmina propia y la submucosa fueron sustituidas por una
capa gruesa de fibrosis, con disposicion circunferencial y transversal de las fibras
de colagena y una nueva trama de fibras reticulares (fig. 7b). No se recuperaron
las unidades glandulares y persiste la presencia de numerosos vasos sanguineos.
El infiltrado de eosindfilos disminuyé notablemente. El cartilago adyacente se



Figura 5. Fotomicrografias del sitio cercano a la lesion subglética en el conejo a
los 3 dias de evolucién. Es notable la eosinofilia tisular y la transmigracion epitelial
de eosindfilos (a,b) hasta la superficie epitelial (b, flechas) quedando libres en la
luz subglética (c). Notese que hacia el epitelio casi normal (a, flecha) no hay
evidencia de la trasmigracion de eosindfilos. H-E. X400 (a,b); X1000 (c).



Figura 6. Fotomicrografias del sitio cercano (a,b) y de lesion subglética (d,e) en el
conejo a los 6 dias de evolucion. Se observan intentos de reepitelizacion, fibrosis y
pérdida de adendémeros en la vecindad de la lesion (a), asi como persistencia de la
eosinofilia tisular y de la transmigracion de eosindfilos y neutrofilos en zonas con
metaplasia escamosa (b). La mucosa confralateral a la lesion no es
completamente normal, ya que presenta alteraciones epiteliales y eosindfilos
facilmente visibles (c). En el sitio de la lesion predomina el tejido de aspecto
areolar con vasos de pequefio calibre, fibras reticulares, macréfagos espumosos
(d, flechas) e infiltrado mononuclear (d, cabezas de flecha), probablemente
correspondiente a monocitos y linfocitos. Hacia la zona cercana a la lesion se
observa el cambio de tejido areolar a fibroso (e, flecha), frecuentemente con vasos
de mayor calibre y sin recuperacién de los adenémeros. Tricromico de Masson
(a.d.e); H-E (b,c). X400 (a-d); X200 (e).



Figura 7. Fotomicrografias de la
zona contralateral (a) al sitio de
lesion subglética en el conejo (b),
a 30 dias de evolucion. En ambas,
el aumento es el mismo (X100) y
es evidente |a diferencia de grosor
(lineas) entre la lamina propia y
submucosa del sitio no dafiado (a)
y el sitio de la fibrosis (b) que
condiciono la disminucién de la luz
subglética como se observa en la
figura 2b (flecha). La estructura
histolégica se ha perdido vy
predominan el tejido fibroso y los
vasos. El cambio es mas evidente
si consideramos que la imagen b
resulta de la fusion de dos
fotomicrografias. El cartilago
vecino a la fibrosis se observa
adelgazado. Tricromico de
Masson
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encontré adelgazado o formando por islotes de diferente tamafio unidos entre si
por tejido conjuntivo denso.

Zona contralateral. El aspecto histologico de las capas de la laringe fue normal
(fig. 7a), similar al observado en los cortes de los animales control, aunque se
observaron algunos ecsindfilos en la lamina propia

Inmunchistoguimica (grafica 10

Conejos con 3 dias de lesién

Zona de lesion. La inmunorreactividad a MMP-2 se localizo en células presentes
en la lamina propia de aspecto areolar y en el pericondrio, que pueden
corresponder a fibroblastos (fig. 8a). Algunos sitios del cartilago presentaron
condrocitos periféricos positivos asi como condrocitos hipertréficos del centro del
cartilago (fig. 8b).

Zona cercana a la lesion. Los fibroblastos y eosindfilos de la ldmina propia e
intraepiteliales MMP-2 resultaron positivos. Los condrocitos hipertréficos también
fueron positivos (fig. 8c).

Zona contralateral. Algunos fibroblastos fueron débilmente positivos. Los
condrocitos fueron negativos (fig. 8g).

Conejos con 6 dias de lesion

Zona de lesion. La inmunorreactividad a MMP-2 en la zona de lesién fue similar a
la descrita a los 3 dias pero fue mas intensa, sobre todo en donde persiste el tejido
de aspecto areolar (fig. 8d). Los condrocitos superficiales no mostraron positividad
como a los 3 dias (fig. 8e) pero los grupos isogénicos de condrocitos hipertréficos
fueron fuertemente positivos (fig. 8f).

Zona cercana a la lesion. En la zona cercana a la lesion se observaron eosinéfilos
y fibroblastos con mayor inmunorreactividad a MMP-2.

Zona contralateral. Resultd practicamente negativa.

Conejos con 30 dias de lesion

Zona de estenosis.  Caracteristicamente, el sitio de fibrosis carecio de
inmunorreactividad a MMP-2. Algunos condrocitos fueron débiimente positivos.

Zona contralateral. Ocasionalmente se observaron células débilmente positivas a
MMP-2, que pueden corresponder a fibroblastos.
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Figura 8. Inmunohistoquimica para metaloproteinasa 2 (MMP-2) en el sitio de lesion subglética del
conejo, a los 3 (a-c) y 6 (d-f) dias de evolucion. Los fibroblastos y eosinofilos de la lamina propia
(ad, flechas) y los grupos isogénicos de condrocitos (c,f) fueron MMP-2 positivos, sobre todo a los
6 dias de la lesion. Los condrocitos cercanos al periostio mostraron inmunorreactividad a los 3 dias
(b) pero no a los 6 dias (). El cartilago contralateral (g) y el control fueron negativos. X400.
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Conejos control (grupo “sham”). El andlisis histolégicos de los cortes de
subglotis en los animales del grupo control no identifico cambios anormales. La
inmunohistoquimica revelo muy escasas células MMP-2 positiva en la lamina
propia que por su morfologia podrian corresponder a fibroblastos.



ANALISIS ESTADISTICO

Respuesta Promedio de Grado de Estenosis
F(2,24)=36.98; p < 0.0001
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GRAFICA 1. Se observa que el mayor grado de estenosis a los 30 dias es estadisticamente
significativa comparada con el grado menor de estenocsis presentado a los 3 y 6 dias después
de la lesiér. Notese que entre 3 y 6 dias no hay diferencia significativa.



Respuesta Promedio

Hemorragia
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GRAFICA 2. El lado derecho lesionado mostrdo mayor hemorragia en los
animales de 3 dias de lesién, menor en el grupo de 6 dias y no hubo en el grupo
de 30 dias. El lado na lesionado (izquierdo) nunca presentd hemorragia.
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Respuesta Promedio
Desepitelizacion
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GRAFICA 3. La desepitelizacion es mayor en el sitio de lesién (derecho) del grupo de
3 dias, disminuye en el grupo de 6 y no se presentd en el grupo de 30 dias. El sitio
cercano a la lesion (intermedio) hubo una discreta desepitelizacién en el grupo de 3
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Respuesta Promedio
Reepitelizacion
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GRAFICA 4. Los grupos de 6 y 30 dias mostraron un grado similar de reepitelizacion

en sitio cercano a la lesion. En el sitio de la lesion, sélo el grupo de 6 dias mostro
reepitelizacion en menor grado.
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Respuesta Promedio
Lamina Propia Areolar
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GRAFICA 5. La lamina propia de aspecto areolar se presento en los 3 grupos ) _
experimentales en el sitio de la lesion. En el sitio cercano (intermedio) a la lesion lo anterior
se observo levemente a los 30 dias.



Respuesta Proemdio
Eosinofilia "in situ”

Eosinofilia "in situ”

- -®- EDERECHC
4 E et < W A -
GRUPO Cul GRUPO Gt EINTERME
Expenmental Expenmental + EIZQUIER
SUBGRUPO: 3DIAS SUBGRUPD 6DIAS SUBGRUPO. 30DIAS

GRAFICA 6. Es notable la presencia de eosinofilia tisular en los grupos de 3 y 6 dias en elsitio
cercano a la lesion (intermedio), mientras que en el sitio de lesion es marcadamente meno. A
los 30 dias, no hay eosinofilia.



Respuesta Promedio
Pencondritis
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GRAFICA 7. La pericondritis se presento en el sitio de lesion en el grupode 3y 6
dias, pero mas intensa en este Ultimo. En el grupo de 30 dias, y en el sitio
contralateral y cercano no se presento



Respuesta Promedio
Ausencia de Adendmeros
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GRAFICA 8. La ausencia de adenémeros se presento en los tres grupos tanto en el sitio
de lesion y en el cercano 2 la lesion.
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GRAFICA 9. La fibrosis se presento en los 3 grupos, en un principio en el sitio
cercano a la lesion y a los 30 dias también en el sitio de lesion, lo cual se comenzo
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Respuesta Promedio
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GRAFICA 10. La actividad de MMP-2 se encontro tanto en el sitio de lesion como en el
cercano a la lesion en los grupos de 3 y 6 dias, siendo mas intensa en este Gltimo. A los
30 dias no hubo actividad de MMP-2, ni en el grupo control ni en el sitio contralateral.



DISCUSION

En el presente trabajo se observd que en los primeros 6 dias posteriores a la
lesion experimental de la subglotis del conejo hay una respuesta tisular
caracterizada por la pérdida del epitelio normal y reepitelizacion con metaplasia
escamosa o con un epitelio similar al respiratorio pero sin células caliciformes ni
células ciliadas; por cambio del tejido conjuntivo fibroso laxo a tejido conjuntivo
areolar de la ldmina propia y de la submucosa con mayor vascularizacion y
reparacién con fibrosis temprana; por la presencia de un infiltrado eosinofilico de la
lamina propia y del epitelio, con transmigracién hacia la luz;, por pérdida de los
adenomeros mucoserosos; por pericondritis y por inmunorreactividad a la MMP-2,
localizada en eosindfilos, fibroblastos y condrocitos. A los 30 dias de la lesién, la
respuesta tisular estd representada por una notable fibrosis vascularizada que
sustituye la ldmina propia y la submucosa normales y donde no hay positividad a
MMP-2. El grado | de estenosis subglotica se observo en los primeros 6 dias
(promedio =15.5% a los 3 dias y 13.1% a los 6 dias) y el grado II a los 30 dias del
estudio (promedio =55.6%).
Hasta ahora, existen pocos informes relacionados con la descripcion de los
cambios histopatolégicos asociados con el desarrollo de estenosis subglotica. Los
estudios publicados al respecto enfatizan la importancia de los cambios en el anillo
cartilaginoso del cricoides y los sefialan como el origen de la estenosis subglética
con la concomitante fibrosis submucosa.®?® La observacién histoldgica del
cartilago dafado sugiere que las alteraciones del cricoides pueden ser debida a
una combinacién de inflamacién dentro del cartilago con muerte de condrocitos y
reemplazo de cartilago Por fibrosis, con pérdida del soporte estructural y alteracion
en la forma del anillo."? Adicionalmente, se ha demostrado en humanos que la
pérdida de colagena I y del proteoglicano Agrecan podria ser la causa de la
disminucién de la matriz cartilaginosa y de la sustitucion de ésta por tejido
fibroso.®” En el presente trabajo demostramos que en los primeros 3 dias y, sobre
todo, a los 6 dias de la lesion subglética, algunas células fusiformes,
probablemente fibroblastos, y eosinofilos presentes en la lamina propia asi como
los condrocitos expresan MMP-2. Esta es una enzima que degrada matriz
extracelular y podria ser la responsable del dafio cartilaginoso, del dafio a la
ldmina propia y a la submucosa observada en los conejos estudiados por
nosotros.
Estudios in vitro han sugerido que el balance entre la desepitelizacion, la
degradacion de la matriz extracelular y el dafio al cartilago podria determinar si el
dafio es limitado o severo.®® En este sentido, en el presente trabajo demostramos
que en los primeros 6 dias de la lesion subglética hay una desepitelizacion notable
con intentos de reepitelizacion y datos de pericondritis. Pensamos que la lesién no
sélo se debe al trauma mecanico inflingido sino que se suma la respuesta celular
representada por el infiltrado y transmigracién de eosindfilos, que junto con los
fibroblastos y condrocitos, fueron MMP-2 positivos. Lo relevante de esto es que
MMP-2 también interfiriere con la proliferacién, migracién y adhesién del epitelio
respuratono( 5 El retraso en la reepitelizacion luminal, favoreceria la instalacién de
un dafio mayor a la matriz extracelular de la lamina propia y la submucosa con la



consecuente exposicion del cartilago. Lo anterior condicionaria a una reparacién
excesiva por fibrosis y a la instalacion de un grado mayor de estenosis en el sitio
de la lesién. Interesantemente, la abolicion de la actividad de MMP con acido
etilendiaminotetracético (EDTA) o con el inhibidor GM6001, parece favorecer el
crecimiento y la adhesion del epitelio respiratorio a una matriz formada por
colagena tipo 1.°® Es probable que la reepitelizacion rapida y temprana contribuiria
a detener el depdsito de colagena y con ello, disminuir las probabilidades de
estenosis.

Los estudios mencionados y los resultados aportados por nosotros son
congruentes con lo observado en humanos. Gould y Young®" estudiaron laringes
de nifios de 22 a 40 semanas de gestacion que habian sido intubados y quienes
sobrevivieron desde una pocas horas hasta més de 300 dias. El dafio agudo
siempre se presentd y el 100% del epitelio de la subglotis se perdié en las
primeras horas de intubacion. La cicatrizacion de las ulceras inicid después de
unos pocos dias, rapidamente progresé por el dia 10 y, en muchos casos, se
completé después de 30 dias. Es interesante que la dinamica de reepitelizacion
en estos niflos sea muy similar a la de los conejos estudiados en el presente
trabajo. Adicionalmente, debe mencionarse que en los nifios, la regién subglética
es especialmente proclive al dafo por intubacion endotraqueal por varias razones:
el cartilago cricoides es el Unico sitio en la via aérea superior que tiene un anillo
cartilaginoso circular completo, previniendo la extension hacia fuera de un edema
traumatico pero favoreciéndolo hacia la luz; el epitelio que delimita esta region es
delicado y tiende al deterioro bajo el stress de un tubo; la submucosa subglética
contiene tejido areolar laxo que permite la instalacion rapida y facial de edema vy,
finalmente, la region subglética es la porcion mas estrecha de la via aérea
pediatrica. 2"

En nuestro estudio, es destacable la identificacion de una eosinofilia tisular,
localizada en la lamina propia y en el epitelio, asi como la transmigracion de
eosindfilos hacia la luz. Hasta donde sabemos, esta reactividad de los eosinéfilos
no ha sido considerada como parte de la fisiopatologia de la estenosis
experimental en modelos animales o iatrogénica en el humano. La infiltracién
prominente de eosindfilos en las vias aéreas se considera como signo
patognoménico del asma. El reclutamiento de eosindfilos en otras mucosas, su
activacion y liberacion del contenido de sus granulos subyace a la patogénesis de
numerosas enfermedades alérgica. Nosotros proponemos que los eosindfilos
podrian jugar un papel fundamental en la fisiopatologia de las estenosis subglética
experimental y iatrogénica, ya que se sabe que las células epiteliales de las vias
aéreas, sobre todo cuando han sido dafadas, establecen una compleja red de
mediadores como colagena tipo [y IV, TNF-q, IL-4 y eotaxina que promueve la
infiltracion y transmigracion de eosinofilos.®® La activacién de los eosindfilos in
situ podria incrementar el dafio epitelial debido a la capacidad citotdxica de la
proteina basica principal, de la peroxidasa del eosindfilo y de la proteina catidnica,
contenidas en sus granulos citoplasmicos.®® Esto sugiere que uno de los efectos
iniciales de la presencia de los eosindfilos en la subglotis de los conejos
estudiados seria el retrasar la reepitelizacion, con las consecuencias antes
mencionadas. El dafio epitelial se ve favorecido, ademas, por el hecho de que los
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eosindfilos interferirian con la proliferaciéon y adhesion del epitelio respiratorio a la
matriz extracelular, a través de la expresién y liberacién de MMP-2.

Es ampliamente conocido que muchas enfermedades que cursan con eosinofilia
tisular desarrollan fibrosis. El fundamento del proceso fibrético asociado a los
eosindfilos podria ser la capacidad de éstos de incrementar la tasa mitotica de los
fibroblastos y la produccion de glucosaminoglucanos y colagena.“? Lo anterior
estd en concordancia con algunos resultados del presente trabajo, ya que
identificamos una mayor cantidad de colédgena, con base a la tincién con la técnica
de Masson, desde los 3 dias posteriores a la lesion subglética, misma que se
incremento a los 6 dias y, sobre todo, a los 30 dias, cuando fue mas evidente el
desarrollo de estenosis. Mas adn, observamos la presencia de células fusiformes
aisladas y en cumulos, que corresponden morfolégicamente a fibroblastos.
Recientemente, se ha demostrado in vitro que los eosinéfilos liberan mas proteina
cationica eosinofilica cuando se cultivan con fibroblastos y que dicho mediador
provoca la contraccion de un gel de colagena 10 cudl podria ser relevante en la
remodelacion de la matriz extracelular dafada. ¢

La importancia de la interaccién entre eosindfilos y fibroblastos en la reparacion
tisular y el desarrollo de fibrosis ha sido destacada en diversos estudios. La célula
blanco y la célula efectora en la remodelacién del tejido y la fibrosis son los
fibroblastos. Estos son capaces de migrar hacia el area dafada, proliferar,
producir matriz extraceiular y diferenciarse a miofibroblastos y, finalmente,
contraer la herida.“? Los eosinofilos pueden afectar las propiedades de los
fibroblastos y por lo tanto modular el proceso de remodelacion tisular a través de
la liberacion de sus distintas proteinas basicas granulares y de una gran cantidad
de citocinas. 4%

La proteina catiénica de los eosindfilos inhibe la degradacién de los proteoglicanos
e incrementa la acumulacnon intracelular de glucosaminoglucanos en fibroblastos
de pulmén humano.** Otros productos de los eosinéfilos tienen propiedades
fibrogénicas como la proteina basica principal que actua sinérgicamente con IL-1

y TGFpB para incrementar la produccién de IL-6, mientras %ue la neurotoxina
derivada de eosindfilos estimula la produccién de fibroblastos.*” Mas ain, es bien
conocido que los eosinofilos almacenan y liberan TGFpB, el mas potente factor
fibrogénico, que cuando se agrega a fibroblastos, estimula su proliferacién, la
sintesis de colagena y la contraccion de la matriz sintetizada.‘

En un articulo de revision reciente se establece que los eosinéfilos modulan las
propiedades de los fibroblastos por otros factores de crecimiento tales como factor
de crecimiento de fibroblastos-2, el factor de crecimiento nervioso el factor de
crecimiento endotelial vascular.*” La expresion de IL-4 e IL-13 por los eosindfilos
promueve las funciones de los fi broblastos al estimular la sintesis de guimocinas
fibroblasticas y proteinas de la matriz.*

Hasta ahora se sabia que los eosindfilos contienen y liberan MMP-9 al ser
estimulados por TNFa.“® En el presente trabajo se demostrd, hasta donde
sabemos por primera vez, que los eosinofilos también expresan MMP-2. Por las
propiedades enzimaticas de éstas proteinas (gelatinasas y colagenasas),
enfatizamos que los eosindfilos participan en la modulacion de la degradacién y
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formacion de matriz extracelular y que esto puedo ser relevante en el desarrolio de
la estenosis subglética observada en el presente trabajo.

Otro hallazgo constante en el sitio de la lesién y en su vecindad fue la presencia
de numerosos vasos sanguineos. Aunque no tenemos una explicacion para este
hecho, se ha sugerido que los eosindfilos podrian contribuir a la angiogénesis,
fenomeno que tiene un papel central en el cancer y la embriogénesis, pero que
también seria un proceso importante en el establecimiento de la inflamacion y en
el desarrollo de la reparacion tisular y la fibrosis.“”

Como se ha discutido arriba, en los resultados del presente trabajo destaca la
presencia de eosinofilia tisular y de la transmigracion de eosindfilos hasta la luz,
asi como la expresion de MMP-2 en los primeros 6 dias después de la lesion
experimental de la region subglética del conejo, lo cual culminé con el desarrollo
paulatino de estenosis. Hasta donde sabemos, esto no ha sido estudiado por otros
y, por lo tanto, no se ha considerado como parte de la fisiopatologia de la
estenosis experimental o iatrogénica. La nueva informacién mencionada acerca de
las propiedades funcionales de los eosindfilos, distintas a las de sus roles
tradicionales, nos permite proponer que éstos leucocitos pueden actuar no sélo
como causantes de dafio sino también como células “reparativas”. Este concepto
requiere futuras investigaciones para entender que puede causar la transicion de
“reparar” a “dafiar” y viceversa.

Por otro lado, el conocimiento mas amplio de la modulacién farmacoldgica de la
funcién de los eosindfilos*® y su aplicacién en modelos experimentales como el
del presente trabajo, permitirian descifrar la participacion de estas células en los
diferentes momentos de la lesion subglética que lleva a la estenosis. De acuerdo a
los resultados presentados, lo anterior seria particularmente importante en la
primera semana posterior a la lesién. En ese mismo sentido esta la posibilidad de
experimentar con la inhibicion selectiva de MMPs utilizando farmacos del tipo de
las estatinas como marimastat, batimastat y simvastatina, que inhiben a MMP-2 y
MMP-8% o doxiciclina, que tiene un efecto similar.

Es evidente que se requiere de mucho trabajo experimental para proponer una
posibilidad terapéutica que prevenga o reduzca el desarrollo de estenosis
subglética. Sin embargo, nuestros resultados destacan la posible participacién de
dos actores no considerados hasta ahora: los eosinéfilos y las MMP, los cuales
son susceptibles de ser manipulados farmacoldgicamente, con la intencion de
reducir el dafio proteolitico excesivo de la lamina propia y de la submucosa,
independientemente del dafio al cartilago, para evitar un desbalance prominente
del proceso normal de sintesis y degradacion de los componentes de la matriz
extracelular, que lleva a un remodelamiento ( reparacion y fibrosis) excesivo de la
matriz extracelular. El tratamiento antiproteasa y/o antieosinofilo debe ser instituido
tempranamente en la historia natural de la estenosis subglética, antes del
desarrollo de una destruccion tisular extensa y de la fibrosis, es decir, en la
primera semana posterior a la lesion.
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CONCLUSIONES

1.

oA

El modelo experimental empleado en el presente trabajo fue exitoso en el
desarrollo de estenosis subglotica en el conejo. El grado de estenosis
provocado en los 3 grupos tuvo una diferencia significativa con un valor de
p < 0.0001.

Los cambios tisulares importantes se observaron en la primera semana
posterior a la lesién y se caracterizaron por desepitelizacién, eosinofilia
tisular, transmigracion de eosindfilos hacia la luz y pérdida de la histologia
normal de la mucosa.

Degradacion temprana de la lamina propia y submucosa con inicio en la
formacion de fibrosis.

Expresion de metaloproteinasa-2 en eosindfilos, fibroblastos y condrocitos.
El proceso de fibrosis se acompafia de aumento en la vascularizacion y
cambios epiteliales que no se normalizan hasta el dia 30 posterior a la
lesion.

Creemos que los cambios celulares y de MMP-2 descritos pueden ser mas
relevantes en el desarrollo de estenosis subglética, ain cuando no existiera
dafo al cartilago.

PERSPECTIVAS

1

Los resultados del presente trabajo obligan a disefiar un estudio en el que
se evalle con mayor detalle los cambios mas tempranos en la mucosa y el
cartilago en la estenosis subglética experimental.

La posible participacion destacada de los eosindfilos y sus mediadores,
entre ellos las MMPs, plantea posibilidades terapéuticas experimentales vy,
en un futuro, de aplicacion en humanos.
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APENDICE

Técnicas histolégi

Azul alciano pH 2.5

EPNOOB LN~

9,

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

Colocar en solucién de acido acético al 3% por 3 minutos.

Tefir con solucién de azul alciano por 30 minutos.

Lavar con agua corriente por 10 minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Contratefiir con solucién rojo rapido nuclear filtrado por 5 minutos.

Lavar con agua corriente por 1 minuto.

Deshidratar y limpiar con alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y xilol, 2
cambios cada uno por 2 minutos cada uno.

Montar con resina.

Resultados: mucosubstancias sulfatadas débilmente acidas, sialomucinas y acido
hialurénico de color azul obscuro; nucleos de color rojo a rosa y citoplasma rosa

palido.

Azul Alciano pH 0.4%?

N A WN =

8.

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

Solucidn de acido fosfato/hidroclorico por 3 minutos.

Tefir con solucion de azul alciano por 30 minutos.

Lavar con agua corriente por 10 minutos.

Enjuagar en agua destilada.

Contratefiir con solucion roja rapida nuclear por 5 minutos.

Lavar con agua corriente por 1 minuto.

Deshidratar y aclarar con alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y xilol, 2
cambios cada uno por 2 minutos cada uno.

Montar con resina.

Resultados: mucosubstancias sulfatadas fuertemente acidas en azul; nucleos
rosa a rojo y citoplasma rosa palido.

Método de Wilder para fibras reticulares'®”,

1:
2
3

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

Oxidar en solucion acida de fosfomolibdico por 1 minuto.

Enjuagar abundamente con agua corriente hasta desaparecer todos los
residuos de solucién amarilla.

4. Solucién de nitrato uranio al 1% por 1 minuto.

5. Enjuagar en agua destilada por 10 a 20 seguntos.
6. Solucidn de plata amoniacal por 1 minuto.

7.
8
9.
1

Sumergir rapidamente en alcohol 95%.

. Solucién reductora por 1 minuto.

Enjuagar con agua destilada.

0. Contrastar con cloruro de oro al 0.2% por 1 minuto.

37



11. Enjuagar con agua destilada.

12. Solucion de tiosulfato de sodio por 1 minuto.

13. Lavar con agua corriente.

14. Contratefiir con solucion rojo rapido nuclear por 5 minutos.

15. Enjuagar bien con agua destilada.

16. Deshidratar y aclarar con alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y xilol 2
cambios cada uno, 2 minutos cada uno.

17. Montar en resina.

Resultados: fibras reticulares en negro, colagena en rosa y otros elementos

tisulares en rojo.

Hematoxilina y eosina de Mayer

1. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2. Tefiir en hematoxilina de Mayer por 15 minutos.

3. Lavar en agua corriente por 15 minutos.

4. Colocar en agua destilada.

5. Diferenciar en alcohol acido al 1%.

6. Colocar en agua amoniacal débil.

7. Lavar con agua corriente por 10 minutos.

8. Colocar en alcohal etilico al 80% por 1 a 2 minutos.

9. Contratefir con solucion de eosina por 2 minutos.

10. Deshidratar y aclarar a través de dos cambios cada uno de alcohol etilico al

95%, alcohol etilico absoluto y xilol 2 minutos cada uno.

11. Montar en resina.
Resultados: nucleo en azul, citoplasma rosa a rojo y otras estructuras tisulares
rosa a rojo.

Acido periédico de Schiff (PAS)"*"

Desparafinar e hidratar a agua.

Oxidar en solucién de acido periodico por 5 minutos.

Enjuagar en agua destilada.

Colocar en reactivo de Schiff por 15 minutos.

Lavar en agua corriente tibia por 10 minutos.

Contratefiir con solucion de hematoxilina de Mayer por 15 minutos o de

Harris por 6 minutos.

7. Lavar en agua corriente por 16 minutos.

8. Deshidratar y aclarar con alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y xilol 2
cambios, 2 minutos cada uno.

9. Montar con resina.

Resultados: glucdgeno, mucina y algunas membranas basales en rojo o

purpura; nicleos en azul.

Ombhwn =
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ESTA TESIS NO SAL}
DE LA BIBLIOTECA

Tricrémico de Masson.®*®

1:
2,

Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

Tratar con solucion de fijacién de Bouin si las muestras estan fijadas en
formol por 1 hora a 56°C o toda la noche a temperatura ambiente. Omitir el
paso si los tejidos fueron fijados en solucion de Bouin inicialmente.

Dejar secar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Lavar con agua corriente hasta que se aclaren. Enjuagar con agua
destilada.

Teiiir con solucion de hematoxilina hierro de Weigert por 10 minutos.

Lavar con agua corriente por 10 minutos. Enjuagar con agua destilada.
Tefiir con solucién de fuchsina acida escarlata Biebrich por 15 minutos.
Enjuagar con agua destilada.

Diferenciar en solucién acida fosfomolibdic-fosfotungstico por 10 a 15
minutos. Checar para ver que la colégena no esta roja.

Contratefiir con solucion de anilina azul por 5 a 10 minutos o solucién verde
brillante por 1 minuto. Enjuagar con agua destilada.

10a. Si se usa la solucion de anilina azul, diferenciar en agua acética al 1% 3 o
5 minutos.

10b. Si se uso la solucién de verde brillante, diferenciar con solucién de acido
fosfotungstico al 5% por 15 minutos.

10. Deshidratar y aclarar con alcohol etilico al 95%, alcohol absoluto y xilol 2

cambios cada uno por 2 minutos cada uno.

11. Montar en resina.

Resultados: musculo, citoplasma y queratina en rojo, colagena azul o verde y
nucleos en negro

Inmunohistoquimica para metaloproteinasa 2.

1.

Los cortes por congelacion de 6 um de grosor fueron adheridos a
portaobjetos Superfrost ® (Shandon, Inc., Pittsburg, PA), se dejaron secar
al aire durante 20 min y se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS
durante 1 h o con acetona absoluta durante 20 min.

Se bloqued la peroxidasa endégena en cada preparacion adicionando
peroxido de hidrégeno al 1 % en metanol, durante 30 min a temperatura
ambiente y en camara humeda.

. Se bloquearon los receptores Fc con IgG normal de ratén (Sigma) y los

sitios inespecificos con PBS 0.1 M/Triton X 100 al 0.1 %/ASB 1 %, 1 h a
temperatura ambiente y en camara hiumeda.

. Se incubaron los cortes durante toda la noche a 4 °C en camara humeda

con dos diferentes diluciones (1:50 y 1:100) del conjugado monoclonal
biotinilado anti-MMP-2 o con el anti-MMP-9 (IgG de raton (NeoMarkers). Al
dia siguiente, se lavaron las preparaciones tres veces por 5 min con PBS y
se incubaron con el complejo estreptavidina-peroxidasa diluido 1:100 en
PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron las preparaciones
tres veces por 5 min con PBS.

Para revelar la unién de los anticuerpos, los cortes se incubaron en una
solucion de diaminobenzidina (DAB)-perdxido, para lo cual se mezclaron §
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mg de DAB con 10 ml de PBS y se adicionaron 300 pl de H;0; al 3 %. La
incubacién en esta solucion fue durante 10 min, hasta que se produjo
coloracién. Posteriormente, se lavaron las preparaciones en agua corriente
y se deshidrataron en etanol 95 % con tres cambios de 5 min c/u.

. Se contratifieron con hematoxilina de Harris y se montaron con resina
Permount.
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Histopatologia e inmunohistoquimica del sitio de la lesidn
subglédtica experimental en conejos en los diferentes tiempos

estudiados

No.De | Dins [H Desey R Limina | Eosinofiha | Pericondritis | Ausencia de | Fibrosis | +a

conejo | de cibn propia | “in situ” adenomeros MMP2
lesion areolar ~

1 3 ++ +++ +4 + ek ++

2 3 +++ +++ ++ |+ ++ i ++

3 3 +++ +4 +++ + +++ ++

4 3 ++ +++ ++ + +++ ++

5 3 +++ +++ |+ + +++ ++

6 3 +4+ +4+ ++ |+ et ++

7 3 e ++ | et - ot -

g8 13 |++ i BT - . ++

1 6 + + ++ 4+ |+ +++ +++ +++

2 6 ++ +++ [+ ++ +++ +++

3 6 + 4 +++ |+ ++ {H+ + +++

4 |6 |+ ++ +++ ++ [ +++ + ++

5 6 + ++ T+ +++ {+++ +++

6 6 Wt e+ [ +++ [ +++ +

g 6 |+ 3 ++ 4+ + L +++ +++

8 6 + ++ ++ + ++ +++ +++

1 30 T+ i+ |44+

2 130 ++ +++ ++4

3 30 ++ N +++ Aot

4 30 44 +++ +++

5 30 ++ +++ +4+

6 130 + h +++ ++

r_'}_ 30 ++ R +++

8 30 +4 o d

1 3C

2 3C

1 6C

2 _|6C

1 30C

2 (30C
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Histopatologia e inmunohistoquimica del sitio cercano a la lesién
subglética experimental en conejos en los diferentes tiempos

estudiados

NoDe[Dias H Deser Reepitelizacion | Lamina | Eosinofilia | Pericondniis | Ausencia de | Fibrosis | +a
conejo | de cion propia | “in situ” adenomeros MMP2

. lesion arcolar

T ““““ 3“- + +++ +++ |+ ++ |
2 |3 + 4+ 4 + ++
3 3 + + d-d + ++

) 3 + -+ 4+ + ++

5 3 + + +++ +++ + ++

6 3 + - e B - LR

7 3 + . f4-4 44 # 44
8 |3 | + - 4 +++ |+ -

1 6 e 4t e+t RS e+
2 6 e ++ e |t
3 6 =+ | |+ T [ | |
4 6 - jrre ++ bt t4 4+ |
"5 6 +++ -+ [+++ ++ +4++ |
6 6 44 ++ | 4t ++ +4++ |
7 16 y | |+ I N N
8 6 e s o ++ | +++

1 130 F++ + +++ +++
2 30 +++ - +ebt +++
3 30 +++ et T+++ | ]
4 30 ++ . bt |4+
(s 30 ot - +++ -+t
:;ih_“_m +++ ) e | +4++
|7 130 bt P |t
8 130 s T T B
1 3G
2 3C —
1 6C
2 6C |
1 [30C
2 [30C , f
| :

+ = minimo; ++ = moderado; +++ = intenso. Sin marca = negativo

Debido a que no se identificaron cambios histologicos y de inmunorreactividad a
MMP-2 en el sitio contralateral a la lesién en los diferentes tiempos estudiados, no

se representan en una tabla.
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