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Resumen

RESUMEN.

El objetivo fue determinar el efecto de la aplicacion del AH y CPVP sobre la
cicatrizacion traqueal, después de realizar tragueoplastia cervical en perros. Se
utilizaron 24 perros, que fueron divididos en 4 grupos de estudio. Grupo |
Reseccion de tres anillos cervicales y traqueoplastia con aplicacion intraluminal de
3 ml de SSF. Grupo Il Reseccién de tres anillos cervicales, traqueoplastia y
aplicacion de 15 microgramos de AH. Grupo Il Reseccién de tres anillos
cervicales, traqueoplastia y aplicacion de 2.5 miligramos de CPVP y Grupo IV
Reseccion de tres anillos cervicales, traqueoplastia y aplicacion de AH+CPVP. A
todos los animales se les realizé evaluacion clinica, radiolégica y endoscoépica
para observar la existencia de estenosis traqueal. Cuatro semanas posteriores a la
cirugia los animales fueron sometidos a eutanasia y se les practicG evaluacién
macroscopica y microscopica del segmento traqueal operado y la cicatriz fue
sometida a estudio bioquimico de Woessner. El andlisis estadistico de todos los
parametros estudiados en las diferentes evaluaciones se hicieron mediante
ANDEVA, Tukey. Ningun animal presentd diferencias en la evolucion clinica
importantes. El estudio radiologico y endoscépico, mostraron mayor desarrollo de
estenosis en los animales del grupo | que en el grupo II. EIl grupo Ill y IV no se
presentd estenosis. Se observaron las anastomosis bien selladas en todos los
grupos, con presencia de tejido fibroso abundante en el grupo | y moderado en los
otros grupos. Microscopicamente el grupo | mostré inflamacion severa y fibrosis.
En los grupos I, Il y IV se presentd desarrollo de fibras de colagena bien
organizadas y delgadas con reaccion inflamatoria minima en los grupos Il y 11l 'y
moderada en el grupo IV. La concentracion de coldgena fue mayor en el grupo | a
las del resto, con diferencia estadisticamente significativa (ANOVA p<0.5) Tukey
/Kramer p<0.01). Conclusion: la aplicacién tépica de AH y CPVP después de
realizar una traqueoplastia en perros disminuye la inflamacion de la anastomosis y
la presentacion de estenosis traqueal.

Palabras clave: Cicatrizacion traqueal. Estenosis traqueal. Acido hialurénico (AH).
Colageno polivinilpirrolidona (CPVP). Anastomosis traqueal. Traqueoplastia.

Claudia Hernandez Jiménez
iii



Introducciéon

l. INTRODUCCION.

1. Anatomia, fisiologia e histologia de la traquea.

| sistema respiratorio en los mamiferos es un conjunto de 6rganos
cuyas funciones principales son la termorregulacion, el equilibrio acido

base y el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono (gases

respiratorios) entre el organismo y el medio ambiente -2, Se divide en tres zonas
anatomicas: De conduccién, de transiciébn y respiratoria. La zona conductiva
incluye la cavidad nasal (cojinete nasal, tabique nasal y los cornetes), la laringe,
traguea, bronquios, bronquiolos terminales, tejido conjuntivo y ramificaciones
principales de las arterias y venas pulmonares. La zona de transicion se compone
de bronquiolos respiratorios y conductos alveolares. Tanto la zona conductiva
como la de transicion contienen vasos sanguineos que sirven para humidificar,
filtrar y distribuir aire rico en oxigeno a la unidad respiratoria, ademas de eliminar
el diéxido de carbono del aire alveolar. La zona respiratoria contiene los alvéolos,
gue son la unidad anatomofuncional de los pulmones y capilares sanguineos, y es

el sitio de intercambio gaseoso entre el aire alveolar y la sangre ©.

Las vias aéreas conductoras (narinas, senos paranasales, laringe, faringe,
traguea y bronquios) son una serie de compartimientos que permiten el

movimiento de aire desde su entrada al organismo, hasta el area de intercambio

1 Dellmann H. D. Histologia veterinaria. Sistema respiratorio. ed. Acribia S. A. Zaragoza Espana
1993: 159-176.

2 Netter F. H. Coleccién Ciba de Ilustraciones Sobre Anatomia y Embriologia, Fisiologia, Anatomia
Patolégica, Sintomas Clinicos y Tratamiento de Enfermedades Tomo VII Sistema Respiratorio.
Barcelona Espafia: Salvat Editores, S. A.1984.).

3 Robert F. Schmidt. Human Physiology, Second, Completely Revised Edition Springer-Verlag
1990.
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Introducciéon

gaseoso de los pulmones, asi como para la salida de éste. Las vias aéreas

conductoras también tienen funcion protectora al filtrar particulas como bacterias y
polvo que entran con el aire inspirado, calentando y proporcionando humedad al

mismo.

La trAquea tiene como funcion llevar el aire inspirado ya sea por la nariz o
boca hacia las zonas de intercambio gaseoso. Este 6rgano es un tubo semirigido
flexible que se extiende por la parte inferior o ventral del cuello, desde el cartilago
cricoides hasta el mediastino en donde a nivel de la cuarta o quinta vértebra
toracica se bifurca en dos bronquios principales (derecho e izquierdo). En el perro
ésta se encuentra formada por 35 a 45 cartilagos en forma de “C” los cuales se
unen en la porcion ventral mediante una membrana elastica a la que se denomina
porcion membranosa de la trdquea, mientras que cada cartilago se conecta al

anillo adyacente por tejido conectivo fibroelastico .

Irrigacion de la traguea
Tanto en el humano como en el perro, los vasos que suministran aporte

sanguineo a la trdquea se localizan en pediculos laterales de tejido conectivo laxo
que rodea a la misma y se encuentra irrigada por ramas de la arteria tiroidea

craneal y caudal y las venas yugulares internas (Fotografias 1y 1a).

Inervacion de la traquea.
La inervacion en todos los mamiferos es similar y esta dada tanto por fibras

simpaticas como parasimpaticas del sistema nervioso autonomo. Las fibras

simpaticas son de los ganglios cervicales y tronco simpatico que actian inhibiendo

1 Dellmann H. D. Histologia veterinaria. Sistema respiratorio. ed. Acribia S. A. Zaragoza Espana
1993: 159-176.

4 Plopper C.G., Mariassy A. T. and Lollini L. O.: Structure as revealed by airway dissection: A
comparison of mammalian lungs. Am Rev Respir Dis. 1993; 28: S4.
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Introducciéon

la contraccion del musculo traqueal y secreciones glandulares, mientras que las

fibras parasimpaticas son ramas craneales del nervio vago y del laringo
recurrente, las cuales controlan la contraccion del musculo traqueal y secrecién

glandular (Fotografias 1y 1a).

Morfologia traqueal.
Histolégicamente en todos los mamiferos la traguea se compone de las

siguientes capas (de adentro hacia fuera): mucosa, lamina propia, submucosa,

cartilago y adventicia.

La mucosa esta formada por el llamado epitelio respiratorio, que es de tipo
pseudoestratificado y ciliado. Este tiene como funcién, actuar como barrera
protectora ya que produce moco que filtra y remueve (a través de los cilios) las

particulas atrapadas en él hacia la parte proximal de la trdquea.

La lamina propia esta formada por tejido conjuntivo laxo, principalmente a
base de fibras elasticas, también posee glandulas mucosas que tienen sus

conductos de salida en la luz de la traquea.

La submucosa se encuentra constituida por una capa de fibras elasticas.

El cartilago es de tipo hialino y se encuentra revestido por pericondrio que se
continda con un tejido conectivo fibroso que une a los cartilagos entre si y su

funcion es darle estabilidad a la traquea.

La adventicia es la cubierta externa de la traquea y se encuentra formada por

tejido conectivo laxo y su funcion es unir a la traquea con los tejidos adyacentes ©.

5 Junqueira LC, Carneiro J. Histologia basica. 5ta ed. Masson S.A. Barcelona, Espafia 2001: 331-348.
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Introducciéon

2. Trastornos de las vias respiratorias superiores o craneales.

Las vias respiratorias conductoras sufren varias enfermedades, las cuales
tienen diversas causas, pero comparten ciertas caracteristicas fisiopatolégicas y
clinicas, como son: la limitacién del flujo respiratorio (provocado por la obstruccién
intraluminal de la via respiratoria, engrosamiento de sus paredes o pérdida de la
elasticidad de los tejidos intersticiales que es necesaria para conservar la
permeabilidad de la via aérea), hipersecrecion de moco e irritabilidad de toda la
via respiratoria, provocando: tos, produccion de esputo y dificultad respiratoria ©.

Los trastornos de las vias aéreas conductoras son principalmente

inflamatorios, infecciosos o debidos a alteraciones anatbmicas.

Las infecciones producidas por virus o bacterias, asi como la inhalacion de
irritantes o reacciones alérgicas provocan inflamacion de estos Organos,

denominandose de acuerdo a la estructura anatdmica afectada.

Con respecto a las alteraciones anatdmicas, éstas se deben a la presencia
de neoplasias, traumas, malasias y estenosis traqueales. Representando estas

ultimas el 92% de las patologias de origen benigno.

¢ Tojo, T., Niwaya, K., Sawabata, N., Nezu, K., Kawachi, K and Kitamura, S.: Tracheal allogenic
immunoresponse is reduced by cryopreservation canine experiment. Transplant Proc. 1996; 28(3):
1814-1815.
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Introducciéon

3. Estenosis traqueal.

La estenosis traqueal se define como una disminucion anormal en el calibre
de la traquea por retraccion cicatrizal o depdsito de tejido patoldgico. La estenosis
tragueal constituye un verdadero problema clinico de obstruccion de vias aéreas
superiores o craneales. Siendo la principal causa en humanos y perros, sin lugar a
dudas, la intubacion prolongada y cirugia traqueal (traqueotomia o reseccion) o
incluso, después de algunos procedimientos endoscoOpicos; aunque también
existen otras causas como: mala cicatrizacion de las cirugias traqueales,
infecciones locales, mal manejo de las secreciones de la via aérea durante la
intubacién, factores congénitos en la respuesta de cicatrizacién y condiciones
inflamatorias cronicas % 9. La estenosis postintubacion puede presentarse entre
el 5 al 20% de pacientes que han requerido intubacién orotraqueal o traqueotomia,
especialmente por tiempos prolongados o altas presiones del manguillo de las
sondas.

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), como centro
de referencia para el tratamiento de la estenosis traqueal, se ha observado en los
altimos afios, un incremento dramatico en el nimero de pacientes con esta
patologia, siendo el grupo etareo mas afectado aquel en etapa mas productiva,
tanto en el sexo femenino como masculino. En la experiencia del Departamento de
Cirugia del INER, de 1984 a diciembre del 2000, se presentaron 467 pacientes
con diagnéstico de estenosis traqueal por diversas causas, destacando la

secundaria a intubacion orotraqueal prolongada, el tiempo de intubacion muestra

7 Reza R, Stanley M. S. and Gerald B. H. Mitomycin: Effects on Laryngeal and Tracheal Stenosis,
Benefits and Complications. Ann Otol Laryngol. 2001; 110: 1-6.

8 Soda M. A., Delgado A., Morales ]J. Manejo quirtrgico de las estenosis traqueales. Gaceta Médica
de México. 1994; 130: 386-389.

° Lau E. Richard, Schwartz Anthony, Buergelt D. Claus. JAVMA, Vol. 176 No. 2, January 15, 1980; 134-
139.

Claudia Hernandez Jiménez
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Introducciéon

un minimo de 6 horas hasta 78 dias como maximo, y el sitio de localizacion mas

frecuente es el tercio superior 9.

La fisiopatologia de la estenosis obedece a multiples factores como son: la
presion elevada en el globo de las canulas orotraqueales, infeccion local, el mal
manejo de las secreciones de la via aérea y probablemente influyan factores
congeénitos en la respuesta de cicatrizacidon. La estenosis constituye una respuesta
®) a estos factores agresores, inicialmente ocurre una isquemia local de la mucosa
tragueal a nivel del globo de la sonda endotraqueal, presentandose después, una
necrosis de la mucosa con una posterior respuesta desproporcionada de
restauracion de la lesion con tejido fibroso que obstruye la luz traqueal, con la

consiguiente obstaculizacién del flujo aéreo ™ 12,

La estenosis de la trAquea
produce signos o sintomas variables dependiendo de la reduccién del calibre de la
traguea. La mayoria de los pacientes pueden estar asintomaticos durante un
periodo variable después del retiro del tubo o de la traqueotomia. Posteriormente
se puede presentar disnea, inicialmente con el ejercicio, después con reposo, tos,
dificultad para la eliminacion de las secreciones y estridor. El estridor, sonido de
timbre alto, penetrante, es un signo muy importante de estenosis; puede

presentarse en reposo 0 ejercicio, ser inspiratorio, espiratorio o combinado.

10 Morales GL, Tellez B. Niebla N. Loyola GU, Avalos BA, Patifio GH. Dilataciones Traqueales como
Manejo Temporal de la Estenosis Traqueal en el INER 60 Congreso Nacional de la Sociedad
Mexicana de Neumologia y Cirugia de Térax. Tijuana, B. C. Abril 2001.

¥ Soda M. A., Delgado A., Morales J. Manejo quirdrgico de las estenosis traqueales. Gaceta Médica
de México. 1994; 130: 386-389.

1 Davidson LA., Cruickshank A.N., Duthie W.H., Bargh W. and Duncan J.G. Tracheal Lesions
Following tracheostomy. Proceedings of The Royal Society of Medicine. 1971; 31: 479.

12 Gallit J. and Clark A.F. Wound repair in the context of extracellular matrix. Current Opinion in
Cell Biology. 1994; 6: 717-25.

Claudia Hernandez Jiménez
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4. Tratamiento de las estenosis traqueales.

En la actualidad existen varias posibilidades terapéuticas para el tratamiento
de la estenosis traqueal, utilizando procedimientos tales como dilataciones con
balén o canulas, colocacion de distintos tipos de férulas intratraqueales (silastic o
metélicas expandibles) y la permeabilizacion con laser, pero éstos han sido
solamente de tipo paliativo > .

También para el tratamiento de estas afecciones se ha intentado la
traqueoplastia del segmento estenosado, sin embargo, este procedimiento puede
mostrar problemas de cicatrizacion, y el paciente no estd exento de presentar

reestenosis &)

Otra alternativa de tratamiento que se ha utilizado es la aplicacion de
farmacos como los esteroides, mitomicina C, antiinflamatorios no esteroides y
agentes latirogenos, con el fin de modular el proceso de cicatrizacion y prevenir la

formacion de una cicatriz excesiva, pero ninguno ha tenido el éxito deseado “® "

13 Grillo HC, Donahue DM: Stenosis Tracheal Postintubation. Chest Surg Clinc N Am, 1996, 6(4):
725-731.

* Academy of Surgical Research. Course of Animal Anesthesia and Models. Memories of the

Course of Animal Anesthesia and Models of the 12th Annual Meeting and 1st International

Conference of the Academy of Surgical Research; October 1996: Muenster, Germany. Academy of

Surgical Research, 1996.

Reza R., Stanley M. S. and Gerald B. H. Mitomycin: Effects on Laryngeal and Tracheal Stenosis,

Benefits and Complications. Ann Otol Laryngol. 2001; 110: 1-6.

Soda M. A., Delgado A., Morales ]J. Manejo quirtrgico de las estenosis traqueales. Gaceta Médica

de México. 1994; 130: 386-389.

15 goda M. A, Delgado F. A., Fernandez E. ], Ganem M. ]. y Borgstein V. ]J. Estenosis
laringotraqueales: Experiencia en el Instituto Nacional de enfermedades Respiratorias. Anales
Sociedad Mexicana Otorrinolaringologia. 1990; 35: 85

' Correa A. ], Reinish L., sanders D. L. and Huang S. Inhibition of subglotic stenosis with
mitomycin c in the canine model. Ann Othol Rhinol Laryngol.1999; 108: 1053-60.

" Krotz-Gomez F., Reyes Marquez R., Diaz L. TGF-B and PDGF-AB expression in fibroblast derived
from normal skin, hypertrofic/keloid scar and hypertrofic/keloid scar treated with fiboquel.
Wound Repair and Repair Regeneration. 1996; 4 (1): A160
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8 Ademas que, dentro de la literatura especializada, los antecedentes existentes

sobre la investigacién y el tratamiento, tanto médico como quirdrgico, son en
estenosis subglotica y el tratamiento de estenosis a nivel especificamente traqueal
practicamente es nulo. Considerandose a la fecha, que el Unico tratamiento
curativo de la estenosis traqueal es la traqueoplastia, sin embargo, aun en
pacientes ideales para este procedimiento existe el riesgo de reestenosis, Yy
lamentablemente un gran porcentaje de los pacientes con estenosis traqueal

benigna, estan fuera de la posibilidad de tratamiento quirargico.

5. Farmacos moduladores del proceso de cicatrizacion.

5.1 Acido hialurénico.

El &cido hialuronico que esta compuesto por unidades alternantes de acido
D-glucorénico y N-acetil glucosamina, es un componente de la matriz extracelular
(MEC) de la herida fetal, el cual, durante la fase temprana de curacion de la
heridas en los fetos favorece la proliferacion, regeneracion y reparacion tisular
disminuyendo la inflamacién y la fibrosis ®* 2. Estas propiedades de AH tienen

implicaciones clinicas ya que puede ser posible modular la curacion de las heridas

'8 Livingstone G. L. and Schild J. A. Tathirogenic agents as therapy for subglotic stenosis a pilot
study. Otolaryngology Head Neck Surg. 1987; 97: 446-51.

19 Longaker MT, Harrison MR, Crombleholme TM, et al: Studies in Fetal Wound Healing: I. A
Factor in Fetal Serum that Stimulates Deposition of Hialuronic Acid. ] Pediatr Surg. 1989; 24(8):
789-792.

20 Olmos-Zuniga JR, Santos-Cordero JA, Jasso-Victoria R, Sortrés -Vega A, Gaxiola-Gaxiola M,
Mora-Fol JR, Franco-Oropeza A y Santillan-Doherty P. Efecto Del Acido Hialurénico Sobre La
Cicatrizacion Traqueal En Un Modelo Experimental Canino. Acta Otorrinolaringolégica
Espariola. 2004; 55: 81-87.
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en niflos y adultos para hacerla lo mas parecida a la curacion fetal, mediante la

aplicacion del AH en forma exdgena @Y.

Clinicamente el AH se ha utilizado con buenos resultados en reumatologia
para la disminucion de procesos fibroticos en el tratamiento de la osteocondritis de
rodilla ? 2, en otorrinolaringologia para favorecer la regeneracion de las heridas
de la mucosa nasal después de cirugia ®, en ginecologia se estudia su aplicacion
para prevenir la formacion de adherencias intrabdominales posquirtrgicas ® y en
cirugia plastica, asi como en dermatologia, se utiliza como expansor tisular en la
piel ®2" en urologia actualmente se usa en el tratamiento de la cistitis intersticial

refractaria ©®.

Experimentalmente en oftalmologia se esta investigando el uso de AH como

sustituto vitreo ®?, en urologia se esta experimentando su uso en la regeneracion

! Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS, et al: Studies in Fetal Wound Healing: VI. Second and
Early Third Trimester Fetal Wound Demonstrate Rapid Collagen Deposition without Scar
Formation. ] Pediatr Surg. 1990; 25(1): 63-69.

%2 Simon LS: Viscosupplementation Therapy with Intra-articular Hyaluronic Acid. Fact or Fantasy?
Reumatic Diseases Clincs of North America. 1999; 25(2): 345-357.

% Wen DY: Intra-articular Hyaluronic Acid Injection for Knee Osteoarthritis. American Family
Physician. 2000; 62(3): 565-570.

?* Soldati D, Rahm F, Pasche P: Mucosal Wound Healing After Nasal Surgery. A Controlled Clinical
Trial on the Efficacy of Hyaluronic Acid Containing Cream. Drug under Experimental and
Clinical Research. 1999; 25(6): 253-261.

% Gawada T, Hasegawa K, Tsukada K, et al: Adhesion Preventive Effect of Hyaluronic Acid after
Intraperitoneal Surgery in Mice. Human Reproduction. 1999; 14(6): 1470-1472.

% Duranti F, Salti G, Bovani B, et al: Injectable Hyaluronic Acid Gel for Soft Tissue Augmentation. A
Clinical and Histological Study. Dermatologic Surgery. 1998; 24(12): 1317-1325.

%" Ttaliano G, Abatangelo G Jr, Calabro A, et al: Guiding Spontaneous Tissue Regeneration for
Urethral Reconstruction: Long-term Studies in the Rabbit. Urological Research. 1998; 26(4): 281-
284.

2 Porru D, Campus G, Tudino D, et al: Result of Treatment of Refractory Interstitial Cystitis with
Intravesical Hyaluronic Acid. Urologia Internationalis 1997; 59(1):26-29.

* Nakagawa M, Tanaka M, Miyata T: Evaluation of Collagen Gel and Hyaluronic Acid as Vitreous
Substitutes. Ophthalmic Research. 1997; 29(6):409-420.
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citocelular de la reconstruccion uretral ® % y en el tratamiento endoscopico del

reflujo vésico-ureteral en el nifio . También se ha utilizado para mejorar la
cicatrizacion intestinal ©?, en el mecanismo de cicatrizaciéon del eséfago con
quemaduras por caustico en ratas ® y en la anastomosis de uretra ®¥. En
otorrinolaringologia se investiga su uso como bioimplante para la mucosa de las

cuerdas vocales @,

5.2 Colageno polivinil-pirrolidona.

La colagena polivinil-pirrolidona es un biomaterial formado por una mezcla de
colagena porcina del tipo | irradiada con rayos gamma y polivinil-pirrolidona

(CPVP) €& 373839 que ha mostrado actividad fibrinolitica al inhibir la expresion de

% Gawada T, Hasegawa K, Tsukada K, et al: Adhesion Preventive Effect of Hyaluronic Acid after
Intraperitoneal Surgery in Mice. Human Reproduction. 1999; 14(6): 1470-1472.

¥ Jtaliano G, Abatangelo G Jr, Calabro A, et al: Reconstructive Surgery of the Urethra: A Pilot Study
in the Rabbit on the Use of Hyaluronan Benzyl Ester (Hyaff-11) Biodegradable Grafts. Urological
Research. 1997; 25(2): 137-142.

% Lackgren G, Wahlin N, Stenberg A: Endoscopic Treatment of Children with Vesico-ureteric
Reflux. Acta Pediatrica Suppl 1999; 88(431): 62-67.

% De la Cruz YH: Efecto del Acido Hialurénico Sobre el Mecanismo de Cicatrizacién del Intestino.
Estudio Experimental. (Tesis de Especialidad). México, D.F.: Facultad de Medicina. UNAM. 1993
% Quiroz GJ: Efecto del Acido Hialurénico Sobre el Mecanismo de Cicatrizacién del Eséfago con
Quemadura por Caustico. Un estudio Experimental. (Tesis de Especialidad). México, D. F.:

Facultad de Medicina. UNAM. 1996.

% Herndndez AG: Efectos del Acido Hialurénico Sobre el Mecanismo de Cicatrizacién en la
Anastomosis de Uretra. Un estudio Experimental. (Tesis de Especialidad). México, D. F.: Facultad
de Medicina. U.N.A.M. 2000.

% Chan RW, Titze IR: Hyaluronic Acid (With Fibronectin) as a Bioimplante for the Vocal Fold
Mucosa. Laryngoscope 1997; 109: 1942-1949).

3% Chimal J., Bravo T., Krotz F. and Diaz L. Implantes de fibroquel aceleran la formacién de hueso
nuevo en defectos dseos inducidos experimentalmente en craneos de rata: un estudio histolégico.
Rev. Biomed 1997; 8: 81-88.

%" Chimal J., Lira M., De la Cruz et al. Healing of fractures rat femoral bones enhanced by fibroquel.
A radiological, histological and histochemistry study. Wound Repair and Regeneration. 1996;
4(1): A147.

% Doolin E., Tsumo K., Strande M. and Santos M. Pharmacologic inhibition of Collagen in an
experimental model of subglotic stenosis. Ann Otol Rhinol Laringol. 1998, 107:275-78.

% Krotz Gémez Fernando Edgar. Modulacién del metabolismo celular por colagena-pvp (Tesis doctoral).
México, D.F., CCH, 1999.
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Introducciéon

moléculas de ELAM-1, VCAM-1, TGF-b y PDGF-AB, por lo que actia como

remodelador de procesos fibrosos “**Y. Este farmaco se ha utilizado con éxito en

dermatologia y cirugia plastica para el tratamiento de las cicatrices queloides e
hipertroficas, en fibrosis dérmicas y de tendones, produciendo disminucién del
volumen de la cicatriz, desaparicion del infiltrado inflamatorio y restablecimiento de

la arquitectura dérmica normal de las cicatrices tratadas con ésta “* 3,

Debido a que el AH y la CPVP han probado ser buenos remodeladores de la
cicatrizacion tanto experimental como clinicamente, se puede pensar que una area
nueva para su utilizacion seria probar si su aplicacion después de una
traqueoplastia, modula el proceso de cicatrizacion traqueal y previene las

estenosis traqueales posquirdrgicas.

* Furuzawa C.J., Krotzsch G.F., Reyes R. and Diaz L. Inhibition of the Expression of Adhesion
Molecules ELAM-1 and VCMA-1 in Human Skin Biopsies from Hypertrophic and Keloid Scar
Treated. Wound Repair and Regeneration 1996; 4 (1): A137.

* Ingrams D., Ashton P., Dhingra J., Shah R. and Shapshay S. Slow-Release 5-Fluorouraucil and
Triamcinolone reduces Subglotic Stenosis in a Rabbit Model. Ann Otol Rhinol Laryngol. 2000;
109: 422-24.

*2 Charous S.J. Ossof RH, Reinisch L. and Davidson ].M. Canine subglotic stenosis as a model for
excessive fibrosis: a pilot immunohistochemical analysis. Wound Rep. Reg. 1996; 4:444-53.

* Darzi M.A., Chowdri N.A., Kaul S.K. and Khan M. Evaluation of various methods of treating
keloids and hypertrofic scar: A 10 years follow up study. British Journal of Plastic Surgery. 1992;
45:374-79.
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ll. JUSTIFICACION

a traquea es un oOrgano que estd expuesto a sufrir patologias
congénitas o adquiridas, las cuales tienen como tratamiento de eleccién

la cirugia, sin embargo, ésta frecuentemente se complica con la

presencia de estenosis traqueal provocada por el proceso de cicatrizacion, la cual
se podria evitar mediante la modulacién de ésta, por lo que en este trabajo se
estudio la utilizacion de AH y/o CPVP para modular la regeneracién celular y
disminuir la fibrosis y estenosis posquirlrgica, ya que hay evidencias de que éstos

modulan la organizacion de la colagena y evitan la fibrosis de las heridas.
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. HIPOTESIS.

i el AH y la CPVP son moduladores de la regeneracién celular y
disminuyen la formacion de cicatrices fibréticas, se puede pensar

entonces que la aplicacion de éstos sobre la herida quirdrgica de una

tragueoplastia, podria disminuir el riesgo de aparicidon de estenosis cicatrizal

posquirdrgica.
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V. OBJETIVOS.

1. Objetivo General.

eterminar el efecto de la aplicacion tépica de AH, CPVP vy la mezcla
de ambos sobre la cicatrizacidbn traqueal, después de realizar

traqueoplastia en perros.

2. Objetivos Especificos.

2.1 Evaluar la presencia de estenosis postraqueoplastia en perros, tratados con

AH, CPVP y la mezcla de ambos mediante aplicacion topica.

2.2 Valorar los cambios macroscépicos y microscopicos producidos por el AH,
CPVP y la mezcla de ambos, sobre la cicatriz formada, aplicados topicamente

después de realizar una traqueoplastia en perros.

2.3 Determinar la cantidad de colagena formada en la traguea, postraqueoplastia,
en perros tratados tépicamente con AH y CPVP, asi como la mezcla de ambos

farmacos.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Recursos

| financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) y el Consejo Nacional
de Ciencia 'y Tecnologia CONACYT (Proyecto REF: F643).

En este estudio participaron los investigadores y técnicos del Departamento
de Investigacion en Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, que proporcionaron los quiréfanos, equipos de anestesia inhalada,
monitores, aparato de rayos X (Diagnostic X-Ray Unit Super 80 ACOMA X-Ray
Industry Co. LTD Tokio Japan) e instrumental necesario para la realizacién de los
procedimientos quirdrgicos, tratamientos y seguimiento posoperatorios de los

animales.

El equipo de endoscopia (Olympus a 5254) que se utilizd, fue proporcionado
por Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (Proyecto REF: F643).

También intervino en este estudio el personal del Departamento de
Investigacion en Morfologia del INER, quien proceso las muestras de los tejidos
sometidos a estudio. El responsable de la descripcibn de los hallazgos
histopatolégicos, fue el patélogo de este departamento Dr. Miguel Gaxiola Gaxiola.

El analisis bioquimico de Woessner lo realizé la Maestra en Ciencias Avelina

Sotrés Vega.
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Los animales que se utlizaron en este estudio fueron obtenidos de

antirrdbicos y proporcionados por el bioterio del INER.

2. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 24 perros mestizos, sanos, sin importar el sexo o la edad, con
un peso entre 15 y 18 Kg. Los animales estuvieron confinados en jaulas
individuales con espacio suficiente en amplitud y altitud para permitir movimientos
y actitud normal de la especia, con comederos y bebederos individuales
localizados en la puerta a una altura pertinente del suelo para evitar contaminacién
con excretas, con disposicion de agua y alimento ad libitum. Asimismo se
encontraban protegidos de condiciones climaticas extremas y siempre estuvieron
bajo la supervisibn de un Médico Veterinario Zootecnista. Todos los animales
fueron tratados de acuerdo a las Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Norma Oficial Mexicana “? y de la Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos “°.

2.1 Criterios de inclusion.

Se incluyeron perros clinicamente sanos, que no presentaron antecedentes
de alguna enfermedad respiratoria desde su llegada al bioterio del INER y antes

de que se les realizara el procedimiento quirargico.

* Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio. Diario Oficial de la Federacion de los Estados Unidos
Mexicanos. AFIA 6 dic de 1999.

* Guia Para el Cuidado y Uso de Los Animales de Laboratorio. Department of Health and Human
Services, Public Health Service, National Institutes of Health U.S.A. Edicién Mexicana Auspiciada
por la Academia Nacional de Medicina. México, D.F. 2002.
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2.2 Criterios de exclusion.

Los animales con datos clinicamente patologicos durante su estancia en el
bioterio del INER y previos al procedimiento quirdrgico o con antecedentes de

alguna cirugia de térax, fueron excluidos del estudio.

2.3 Criterios de eliminacion.

Todo animal con signos clinicos de cualquier patologia que no fuera

provocada por el procedimiento quirargico.

2.4 Criterios de Terminacion.

Todo animal con signos de dificultad respiratoria severa, por (dehiscencia o
necrosis del segmento anastomosado), o cualquier otra patologia que produzca

signos evidentes de enfermedad fueron objeto de terminacion del estudio.

3. Consideraciones Eticas.

El estudio fue conducido de acuerdo con los lineamientos de investigacion en
animales de laboratorio, (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) de los
Estados Unidos y también lo descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM- 062-
Z00-1999). Asimismo fue revisado y aprobado por el comité de Bioética y el

Comité Cientifico del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.
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Los animales estuvieron confinados en jaulas individuales con proteccion a

climas extremos, disposicion de agua y alimento ad libitum, durante todo el tiempo
del estudio, y siempre estuvieron bajo la supervisibn de un médico veterinario

zootecnista.

Para evitar el dolor de los animales se utilizé dipirona (Metamizol sodico
Nondol-Sector Salud) 28 mg/kg IV durante el procedimiento quirdrgico y via IM

durante 3 dias posteriores a la cirugia.

Una vez transcurrido el tiempo de estudio, todos los animales fueron
sometidos a eutanasia con sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer
S. A. de C. V. México) “9,

4. Grupos de Estudio.

Los animales fueron divididos en 4 grupos de estudio:

Grupo | (n=6): Reseccibn de tres anillos traqueales cervicales vy
traqueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de solucion cloruro de
sodio al 0.9%

Grupo Il (n=6): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales vy
tragueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de AH

Grupo Il (n=6): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y
tragueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de CPVP.

Grupo IV (n=6): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales y

tragueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de AHy CPVP.

* Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio. Diario Oficial de la Federacién de los Estados Unidos
Mexicanos. AFIA 6 dic de 1999.
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5. Anestesia.

Los animales se prepararon con 24 horas de ayuno para sélidos y 12 horas
para liquidos.

Todos los animales fueron premedicados con sulfato de atropina (0.05
mg/Kg) SC (Atropisa, Pisa, Guadalajara, México) y se realizd la induccion con
hidrocloruro de xilacina (Rompun, Bayer) a dosis de 0.1 mg/Kg. y 6 mg/Kg. de
propofol (Recofol, PISA) via intravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa. La
analgesia fue proveida con dipirona (Metamizol Sédico-Nondol-Sector Salud) a
dosis de 28 mg/Kg. IV.

Acto seguido se practico tricotomia y lavado de la region cervical ventral con
jabén quirargico con limite craneal en la region de la mandibula y limite caudal con
el hueco antero-esternal. Finalmente se realizé la antisepsia de la zona con yodo

povidona (Dermodine Solucién, Dermodex S. A. de C. V.).

Posterior a esto cada animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en
decubito dorsal y se intubd con sonda orotraqueal conectando ésta a un ventilador
de volumen (Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un vaporizador (Isotec 3
Ohmeda) y la anestesia se mantuvo con Isofluorano al 1.5%. Todos los animales
se ventilaron con un volumen corriente de 10 ml/Kg, una fraccion inspirada de
oxigeno (FiOy) de 100% y 20 respiraciones por minuto, durante todo el
procedimiento quirdrgico su frecuencia cardiaca se vigil6 con un monitor para

electrocardiografia (Datascope Passport). (Fotografia 2)
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6. Técnica quirdrgica.

Se realiz6 una incisibn media en la region cervical ventral, se disec6 el tejido
subcutaneo y platisma hasta llegar a los musculos infrahioideos (esternohioideo y
esternotirohioideo) los cuales se separaron en la linea alba hasta llegar a la
traguea, ésta se disecd en toda su circunferencia y se resecaron tres anillos
traqueales (Fotografias 3 y 4), finalmente se llevo a cabo la anastomosis término
terminal con material absorbible (polidioxanona) 3 ceros (PDS, Ethicon, New
Jersey, USA) con puntos separados (Fotografia 5). Terminada la traqueoplastia
se cerraron los planos musculares sin dejar drenaje utilizando material de sutura
absorbible de 2 ceros (PDS, Ethicon, New Jersey, USA), finalmente se sutur6 la
piel con PDS de 2 ceros (PDS, Ethicon, New Jersey, USA)). En el postoperatorio
inmediato, a todos los animales, se les aplic6 metamizol a dosis de 28 mg/Kg
como analgésico cada 8 horas durante los primeros 3 dias postcirugia, asi como
antibioterapia a base de penicilina procainica (22,000 Ul/Kg., IM) mas 500 mg de

sulfato de estreptomicina IM durante 7 dias.

Cada uno de los anillos resecados se uso como control para la realizacion de

los estudios de histologia y determinacion de hidroxiprolina.

7.- Tratamiento.

En todos los grupos el tratamiento se aplicé inmediatamente después de la
cirugia y cada tres dias durante 4 semanas que fue el tiempo de duracion del
estudio representando un total de ocho aplicaciones. Para la aplicacion del
tratamiento todos los animales se sometieron a anestesia general con propofol y
xilacina), se les introdujo un Telescopio operatorio rigido 0° y 10 mm de diametro

(Olympus A 5254 Germany) en la traquea y mediante una sonda orogastrica se
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les instil6 el farmaco sobre la anastomosis realizada (Fotografia 6). En los

animales del grupo | se instilaron 3 mililitros de solucion cloruro de sodio al 0.9%.
En el grupo Il se instilaron 15 microgramos de AH (Hyaluronic acid Potassiem
SALT, Fluka Laboratory Chemicals, Kiedel-de Haén) diluidos en 3 mililitros de
agua destilada (dosis usada para evitar adherencias intrabdominales y estenosis
uretrales e intestinales) ®. Los animales del grupo Il recibieron 2.5 miligramos de
CPVP (Fibroquel, Aspid S. A. de C. V. México D. F.) (dosis utilizada para los
problemas de piel y tendones) diluidos en 3 mililitros de agua destilada “®.
Mientras que en los animales del grupo IV se instild6 una mezcla de acido

hialurénico y colageno polivinil pirrolidona a la dosis antes mencionada.

8. Evaluacion.

8.1 Clinica.

Se realiz6 evaluacion clinica diaria durante la primera semana posquirurgica
y cada tres dias, durante las 3 semanas restantes del estudio. En ésta se evalué el
grado de disnea de acuerdo a una escala modificada a la utilizada por la Medical
Research Council “”, la cual se basa en la severidad de ésta: 0 = sin dificultad
para respirar después de correr, 1 = dificultad para respirar después de correr, 2 =

dificultad para respirar en reposo.

20 Olmos-Zuniga JR, Santos-Cordero JA, Jasso-Victoria R, Sotres-Vega A, Gaxiola-Gaxiola M, Mora-
Fol JR, Franco-Oropeza A y Santillan-Doherty P. Efecto Del Acido Hialurénico Sobre La
Cicatrizacion Traqueal En Un Modelo Experimental Canino. Acta Otorrinolaringolégica
Espafiola. 2004; 55: 81-87.

“® Loyola-Garcia U. Respuesta Terapéutica A La Coldgeno-Polivinil Pirrolidona En Un Modelo
Experimental De Estenosis Traqueal Canino. (Tesis de Especialidad). México, D. F.: Facultad de
Medicina. UNAM. 2002.

" American Thoracic Society. Task Group on Screening For Respiratory Disease in Occupational
Settings. Am Rev Respir Dis. 1982, 126: 952-56.
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La evaluacion clinica consistid en realizar observacion de cada animal dentro

de su jaula, toma de temperatura, valoracién de la coloracién de mucosa oral,
auscultaciéon de la cavidad toracica para evaluar la frecuencia respiratoria, ruidos
respiratorios, y frecuencia cardiaca. Asi como también se evalué la presencia de

infeccion y sangrado de la herida quirargica.

El grado de disnea fue evaluado primero observando a los animales en
reposo dentro de su jaula y posteriormente se les hizo correr 20 metros.
Inmediatamente después se observo si los animales presentaban dificultad para
respirar, vigilando la frecuencia cardiaca y respiratoria, escuchando los ruidos
respiratorios, estridor al ladrido, asi como si presentaban respiracion toracica o

abdominal, y la coloracion de la mucosa oral.

8.2 Radiologica.

Se tomaron placas de rayos X laterales de cuello prequirdrgicas y
posquirdrgicas, al tercer dia postcirugia y posteriormente cada semana durante
tres semanas y en éstas se evaluo el estado de la traqueoplastia y el porcentaje
de estenosis, tomando como referencia el diametro ventro-dorsal de la trdquea
antes de ser operada. El grado de estenosis se midid con una regla estandar
tomando el diametro total de la trdquea y el diametro de la zona de menor luz

tragueal. Se midié en milimetros pero se reportd en porcentaje (%) de estenosis.

8.3 Endoscopica.

Se realizd evaluacion visual directa de la traquea mediante traqueoscopia
antes de la cirugia y posterior a ésta cada tres dias para la instilacion del
tratamiento, durante cuatro semanas y se valoro el estado de la anastomosis, asi

como la posible presencia de estenosis. Los procedimientos se videograbaron con
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una videocassetra VHS. La presencia de estenosis se evalué de acuerdo a la

escala descrita por Cotton: Grado | = sin obstruccion de la luz hasta un 50% de
obstruccion, Grado Il = de un 51% de obstruccion de la luz hasta 70%, Grado Il =
de 71% hasta 99%, Grado IV = luz traqueal no detectable (Tabla 1) “®,

8.4 Macroscopica.

Una vez transcurridas 4 semanas postcirugia, los animales fueron sometidos
a eutanasia con sobredosis de pentobarbital sddico (Anestesal,Pfizer S. Ade C. V.
México) “ y se realiz6 evaluacion macroscépica y microscopica de la

anastomosis.

Macroscopicamente se revisé el estado de la anastomosis, la cicatrizacion
extraluminal, la presencia de dehiscencia, infeccién, asi como la formacion de
fistulas. Para evaluar el estado de la mucosa, el lumen vy la cicatriz de la traquea,
se retird el segmento anastomosado y se incidié por la parte membranosa de la

traguea para evaluar la estenosis y tipo de cicatriz formada.

8.5 Microscopica.

Para la evaluacibn microscopica se tomaron muestras de los sitios de
anastomosis y se fijaron en formaldehido al 10%, se incluyeron en parafina, se les
realizaron cortes de 4, y se tifieron con hematoxilina-eosina y tricromica de
Masson para determinar la presencia de vasos de neoformacion, inflamacion o

fibrosis.

* Cotton RT, Connor DM, Myer CM: Proposed Grading System For Subglottic Stenosis Based On
Endotracheal Tube Sizes. Ann Otol Rhinol Laryngol 1994; 108: 319-323.

* Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio. Diario Oficial de la Federacién de los Estados Unidos
Mexicanos. AFIA 6 dic de 1999.
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8.6 Analisis Bioquimico de Woessner.

En la evaluacion bioquimica se determind la concentracion de hidroxiprolina
por gramo de tejido tragueal. La determinacion se realizd por el método de
Woessner en dos muestras de la misma muestra traqueal, la primera de ellas se
tomé inmediatamente después de la tragueoplastia, la segunda muestra se tomo
cuando finalizé el estudio. Las muestras se colocaron cada una dentro de un vial
gue se peso previamente, inmediatamente después de colocar la muestra se
obtuvo el peso “mojado” y posteriormente se mantuvo en una estufa a 80°C hasta

que se deshidrato y se pudo obtener el peso “seco” de cada muestra.

Obtenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con &cido clorhidrico
6N (J. T. Baker) durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, estas se filtraron y se
colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido clorhidrico. El
residuo obtenido, se estandariz6 a pH de 7.0 y se aforé a un volumen de 10 ml
con agua destilada, de esta ultima dilucion, se tomd una alicuota de volumen
variable de acuerdo con cada una de las muestras y se determiné la concentracion

de hidroxiprolina presente en la muestra.

Para realizar la determinacion de hidroxiprolina, se preparé6 una curva
estandar que contenia 1 mg de hidroxiprolina/l ml de agua (SIGMA, Co), se
ajusto para la preparacion de los estandares de hidroxiprolina en concentraciones
de 200, 400, 600, 800 y 1000 ul de hidroxiprolina y se incluyé un blanco que
contenia agua destilada. Posteriormente, en todos los tubos se adiciond: 1 ml de
cloramina T (SIGMA, Co) 0.05M disuelta en metilcelosolve (SIGMA, Co), agua y
amortiguador de fosfatos pH 6.0, 1 ml de acido perclérico 3.0N (J. T. Baker), 1 ml
de solucion de paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA Co) al 20% en

metilcelosolve. El ensayo se incubd durante 20 minutos a 60° C y concluido el
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1al y Métodos

tiempo de incubacion, se obtuvo la absorbancia de cada muestra, para esto se

utilizé un espectrofotometro (DU 640, Beckman) ajustado a una longitud de onda
de 560 nm “9,

* Wossner, J.F. 1961.The Determination of hydroxyproline in tissue and protein simples containing
small proportions of this iminoacid. Arch. Biochem. Biophys. 93:440-447
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VI. ANALISIS DE DATOS.

| andlisis estadistico del grado de disnea, estenosis, inflamacion,
fibrosis y la determinacion de colagena se realiz6 mediante las
pruebas de ANDEVA, Tukey/Kramer y Kruskall-Wallis. Los valores de

p < 0.05 se consideraron como significativos.
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VIl. RESULTADOS.

1. Clinicos.

odos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo

de estudio establecido. Ningun animal de los cuatro grupos de estudio

mostré algun signo clinico que amenazara su vida, sus constantes

fisiologicas (temperatura, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria) se
encontraron dentro de los parametros de referencia. No se observé dificultad
respiratoria en ningun animal (Tabla 2). En 3 (50%) de los animales del grupo | se
mostraron estridor al ladrido, sin que éste afectara su ventilacion, mientras que en

los grupos I, 1l y IV ningan animal (0%) lo presento.

La revision de la herida quirdrgica mostré inflamacion y dolor leve durante la
primera semana posquirdrgica en todos los grupos. En ningun animal se presento
sangrado postoperatorio ni dehiscencia de herida quirdrgica. La herida quirdrgica

en los cuatro grupos se encontrd bien cicatrizada a las 2 semanas postcirugia.

2. Radiologicos.

Radiograficamente las placas laterales de cuello, tomadas a la segunda
semana de la traqueoplastia, en el 50% (n = 3) de los animales del grupo I;
presentaron estenosis de la luz del 50% durante todo el tiempo de estudio
(Fotografia 7). Mientras que en el 33.3 % (n = 2) de los animales del grupo Il se
presentaron estenosis del 50% de la luz, sin embargo en un animal, desapareci6 a

la segunda semana postcirugia (Fotografia 8) y solo un animal de este grupo

Claudia Hernandez Jiménez
32



(16.6%) presentd estenosis del 50% todo el tiempo de estudio. Los 6 animales del

grupo Il 100% (n = 6) presentaron estenosis menor o igual al 20% (Fotografia 9).
El Grupo IV 5 animales 83.33% (n = 5) presentaron estenosis menor al 20% y un
animal 16.6% (n = 1) tuvo 0% de estenosis (Grafica 1).

3. Endoscoépicos.

En los animales del grupo |, durante la primera y segunda semana se
presentd estenosis del 50% (Grado I) en el 33.3% (n = 2) de los perros y en la
tercera semana en el 50% (n = 3) de ellos, la cual se mantuvo hasta el final del
estudio (Fotografia 10). También en este grupo, el 100% de los animales
presentaron cicatrizacion de la traqueoplastia a los 7 dias. La mucosa traqueal en
este grupo se encontr6 edematosa e hiperémica en todos los animales operados
durante las 2 primeras semanas del estudio. En un animal de este grupo, la

hiperemia y el edema se mantuvieron hasta el final del estudio.

En el grupo Il, el 83.3% de los animales presentd evolucidbn endoscopica
satisfactoria (Fotografia 11) y solo un perro (16.7%) presentd estenosis grado | de
acuerdo con la escala de Cotton “®, con reduccion de la luz traqueal del 50%. Con
respecto al estado de la anastomosis, el 100% de los animales presentaron
desarrollo de tejido cicatrizal sobre ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias
después de haber realizado la cirugia. Durante los primeros 5 dias, la mucosa
tragueal se mostro hiperémica y edematosa, pero estos signos ya no fueron
aparentes en la segunda semana postcirugia. Asimismo, durante la traqueoscopia

se pudo observar que la estenosis del animal del grupo Il era laxa y permitio el

“8 Cotton RT, Connor DM, Myer CM: Proposed Grading System For Subglottic Stenosis Based On
Endotracheal Tube Sizes. Ann Otol Rhinol Laryngol 1994; 108: 319-323.
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paso del endoscopio sin dificultad, no asi en las estenosis del grupo control, las

cuales fueron fuertes, dificiles de vencer y sangraron al paso del endoscopio.

El 100% (n = 6) de los animales del grupo Ill, mostraron buena evolucion
endoscopica y estenosis grado I, ningun animal (0%) presentd obstruccion de la
luz traqueal, todas las anastomosis desarrollaron tejido cicatrizal sobre ambos
bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después de haber realizado la cirugia.
Durante los primeros 5 dias, la mucosa traqueal se mostré hiperémica y
edematosa, pero estos signos ya no fueron aparentes en la segunda semana

postcirugia (Fotografia 12).

En el grupo IV el 100% de los animales (n = 6) también mostraron evolucion
traqueoscopica satisfactoria y ninguno mostré obstruccién de la luz traqueal,
presentando estenosis Grado |, todas las anastomosis desarrollaron tejido
cicatrizal sobre ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después de haber
realizado la cirugia. En los primeros 3 dias, la mucosa traqueal Unicamente se

mostré hiperémica y estos signos ya no fueron aparentes al sexto dia postcirugia.

Al comparar la evaluaciéon radiolégica con la endoscoépica, se observé que
independientemente de la técnica utilizada para evaluar la estenosis traqueal, al
comparar la aplicacion de solucion salina fisiologica vs. AH, CPVP y AH + CPVP
estadisticamente se encontrd, que las traqueas a las que se les aplico SSF
presentaron mayor porcentaje de estenosis con reduccion de la luz traqueal
(p<0.05).
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4. Macroscépicos.

Cuando los animales fueron sometidos a eutanasia, a la evaluacion
macroscopica ningun grupo presento evidencia alguna de dehiscencia, infeccion o
fistulas (Fotografias 13, 14, 15, 16 y 17). En los cuatro grupos, la anastomosis
estaba bien sellada y en el 100% de los animales del grupo | se observo presencia
de abundante tejido fibroso de consistencia firme. En los grupos Il y I, en todos
los perros se aprecioé desarrollo de tejido fiboroso moderado de consistencia laxa
asi como la presencia de aparentes vasos de neoformacion a nivel de la
anastomosis, tanto sobre el cartilago como sobre la mucosa traqueal. En el grupo
IV también se observo desarrollo de tejido fibroso moderado pero de consistencia
firme, ademas mostraron vasos de neoformacion tanto en la mucosa como en el

cartilago del segmento tragueal anastomosado.

5. Microscopicos.

En la evaluaciéon histolégica de los animales del grupo | en todos los casos
(100%) se observo fibrosis, caracterizada por la formacion de nuevas fibras de
coladgena gruesas y desordenadas, 2 de estos animales (33.3%) presentaron
inflamacion leve en la lamina propia. Los otros 4 animales (66.6%) en todas las
capas de la traquea, mostraron inflamacién severa a base de linfocitos, con
presencia de células gigantes a cuerpo extrafio en la zona de las suturas
(Fotografia 19), ademas, 2 de estos animales (33.3%) mostraron hemorragia en

la lamina propia.

En los animales del grupo tratado con AH (grupo Il), 4 perros (66.6%)
mostraron desarrollo de nuevas fibras de colagena densa, delgada y bien

organizada, asi como fibras elésticas, también estos animales presentaron
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reaccion inflamatoria leve en la submucosa serosa y lamina propia de la traquea

(Fotografia 20), en 2 de éstos sujetos de estudio (33.3%) se observé hemorragia
en el epitelio y lamina propia. En un animal de este grupo (16.6%), se presentd
reaccion inflamatoria intensa a base de linfocitos en todas las capas de la traquea,
con reaccion granulomatosa al material de sutura, con formacion de fibras de

colagena gruesas y desordenadas.

Los estudios histoldgicos de los 6 animales (100%) del grupo Il (CPVP)
mostraron depdsitos de nuevas fibras de colagena delgadas y bien organizadas,
vasos de neoformacion y hemorragia de la serosa, el 33% de estos animales (n =
2) desarroll6 una reacciéon inflamatoria leve a base de linfocitos en la lamina

propia, ademas 1 perro (16.6%) mostro fibrosis en la serosa (Fotografia 21).

En los animales del grupo IV, en el 100% (n = 6), también se observo el
desarrollo de fibras de colagena bien organizadas, delgadas y fibras elasticas con
poco desarrollo de vasos de neoformacién. En cuatro animales (66.66%) todas
las capas de la traquea mostraron abundante inflamacién con infiltrado de

linfocitos.

6. Bioquimica de Woessner.

Al realizar la cuantificacion de la concentracion de miligramos de colagena
por gramo de tejido traqueal, ésta se redujo significativamente en el 52% en el
grupo tratado con acido hialurénico mas colageno polivinil pirrilidona, (grupo V)
(ANOVA p<0.5, procedimiento Tukey/Kramer p<0.01%) en comparacion con el
grupo control (solucién salina fisiol6gica) al finalizar el tiempo de estudio, con un
promedio de 176 + 37.96 mg de coldgena por gramo de tejido. Asi mismo, este

grupo mostrd una reduccion significativa en un 42% en comparacion con el grupo

Claudia Hernandez Jiménez
36



tratado con acido hialuronico (grupo IlI) con un promedio de 302.86+30.77 mg de

colagena por gramo de tejido y un 40% en el grupo tratado con colageno polivinil
pirrilidona, (grupo IIl) 295.21+58.71 mg de colagena por gramo de tejido
respectivamente al concluir el estudio. (ANOVA p < 0.05, procedimiento
Tukey/Kramer p < 0.05%). (Tabla 3), (Grafica 2).

Claudia Hernandez Jiménez
37



Discusion

VIIl. DISCUSION.

ara quien ejerce la cirugia, el manejo de las estenosis traqueales es
uno de los problemas mas dificiles de resolver, debido a que la

formacion de cicatriz y reestenosis son las fallas principales en el

manejo quirdargico ©%5Y,

En la cicatrizacion de la traquea, el tejido de granulacién juega un papel
importante, ya que puede producir una cicatriz extensa y fibrosis, por lo que la
modulacién del proceso de cicatrizacion de la herida para prevenir la formacion de
una cicatrizacion excesiva, puede ayudar para cuando se presentan lesiones

traqueales.

El acido hialurénico y la colageno polivinil-pirrolidona son moduladores de la
cicatrizacién y se han utilizado con éxito en reumatologia ?* 2, otorrinolaringologia

@ ginecologia ®°, cirugia plastica y dermatologia ®® ", Sin embargo, hasta ahora

% Eliashar R., Eliachar I., Esclamado R., Gramlich T. and Strome M. Can Topical Mitomicyn Prevent
Laryngotracheal Stenosis?. Laryngoscope. 1999; 109: 1594-1600.

*! Adolph VR, DiSanto SK, Bleacher JC, et al: The Potential Role of the Lymphocyte in Fetal Wound
Healing. J. Pediatric Surg. 1993; 28(10): 1316-1620.

?2 Simon LS: Viscosupplementation Therapy with Intra-articular Hyaluronic Acid. Fact or Fantasy?
Reumatic Diseases Clincs of North America. 1999; 25(2): 345-357.

% Wen DY: Intra-articular Hyaluronic Acid Injection for Knee Osteoarthritis. American Family
Physician. 2000; 62(3): 565-570.

?* Soldati D, Rahm F, Pasche P: Mucosal Wound Healing After Nasal Surgery. A Controlled Clinical
Trial on the Efficacy of Hyaluronic Acid Containing Cream. Drug under Experimental and
Clinical Research. 1999; 25(6): 253-261.

% Gawada T, Hasegawa K, Tsukada K, et al: Adhesion Preventive Effect of Hyaluronic Acid after
Intraperitoneal Surgery in Mice. Human Reproduction. 1999; 14(6): 1470-1472.

% Duranti F, Salti G, Bovani B, et al: Injectable Hyaluronic Acid Gel for Soft Tissue Augmentation. A
Clinical and Histological Study. Dermatologic Surgery. 1998; 24(12): 1317-1325.

%" Ttaliano G, Abatangelo G Jr, Calabro A, et al: Guiding Spontaneous Tissue Regeneration for
Urethral Reconstruction: Long-term Studies in the Rabbit. Urological Research. 1998; 26(4): 281-
284.
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no se tiene conocimiento de la existencia de reportes en la literatura, en los que se

evallen los cambios en la cicatrizacion de la traquea después de la aplicacion de
alguno de estos medicamentos. En este trabajo se describe el efecto de la
aplicacion de &cido hialurénico y colageno polivinil-pirrolidona sobre la

cicatrizacion traqueal, después de realizar una traqueoplastia en perros.

Los hallazgos clinicos, radiograficos y endoscopicos, de todos los animales
de experimentacion incluidos en este estudio, mostraron que en todos los casos
se presento cicatrizacion traqueal, sin embargo, la cicatrizacion observada con la
tragueoscopia en los animales de los grupos I, 1l y IV desde la primer semana no
mostro signos de inflamacion a diferencia de la del grupo control, por lo que se
puede pensar que la respuesta inflamatoria de las heridas traqueales disminuye
en presencia de AH y CPVP, debido a que éstos favorecen la proliferacion de
células que producen un infiltrado inflamatorio monocelular, el cual disminuye el

proceso inflamatorio agudo, local y periférico *2Y,

Los hallazgos macroscoépicos de este estudio, coinciden con los reportados
por otros autores ©* 52 y sugieren que el desarrollo de cicatrices menos fibroticas y
laxas formadas en los animales del grupo Il y lll, se produjeron porque ambos

farmacos durante la inflamacion del proceso de cicatrizacion disminuyen la

*! Adolph VR, DiSanto SK, Bleacher JC, et al: The Potential Role of the Lymphocyte in Fetal Wound
Healing. J. Pediatric Surg. 1993; 28(10): 1316-1620.

21 Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS, et al: Studies in Fetal Wound Healing: VI. Second and
Early Third Trimester Fetal Wound Demonstrate Rapid Collagen Deposition without Scar
Formation. ] Pediatr Surg. 1990; 25(1): 63-69.

% Hernandez AG: Efectos del Acido Hialuronico Sobre el Mecanismo de Cicatrizacién en la
Anastomosis de Uretra. Un estudio Experimental. (Tesis de Especialidad). México, D. F.: Facultad
de Medicina. U.N.A.M. 2000.

* Krupala, J.L., Gianoli G.J. and Smith R.A. The Efficacy of Hyaluronic Acid Foam As a Middle Ear
Packing Agent In Experimental Tympanoplasty. The American Journal Of Otology. 1998; 19: 546-
50.
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produccién de colagena y restablecen la arquitectura normal del tejido traqueal ©*

53)

En la histologia, la inflamacién severa con presencia de linfocitos en los
animales del grupo | mostro que existe proceso de inflamacion cronica a diferencia
de los animales del grupo de AH y CPVP en donde éstos no se presentaron. Estos
hallazgos coinciden con los de otros autores que mencionan que en presencia de

éstos se disminuye la inflamacion. ©2 %9,

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las
suturas de un animal del grupo |, es una respuesta de inflamacion crénica
granulomatosa, al material de sutura que provoco la fusién de los macréfagos que

fueron a digerirlo y por eso se formaron las células gigantes a cuerpo extrafio ©°.

Con respecto al desarrollo de fibras de colagena bien organizadas en los
animales de los grupos I, lll, y IV sugiere que éstos ordenan y adelgazan las
fibras de colagena y restablecen la arquitectura normal del tejido traqueal y con

@1

esto se evita la formacion de fibrosis La presencia de inflamacion abundante

con presencia de linfocitos en el 66.66% (n = 4) de los animales del grupo 1V fue a

! Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS, et al: Studies in Fetal Wound Healing: VI. Second and
Early Third Trimester Fetal Wound Demonstrate Rapid Collagen Deposition without Scar
Formation. ] Pediatr Surg. 1990; 25(1): 63-69.

> Broker B.J. and Reiter D. Fetal Wound Healing. Otolaryngology Head and Neck Surg. 1994; 110
(6): 547-49.

*2 Krupala, ].L., Gianoli G.J. and Smith R.A. The Efficacy of Hyaluronic Acid Foam As A Middle Ear
Packin g Agent In Experimental Tympanoplasty. The American Journal Of Otology. 1998; 19: 546-
50.

% Mast, B.A., Diegelman, R.F. Krummel T.M. and Cohen LK. Scarless Wound Healing In The
Mammalian Fetus. Surg Gynecol Obstet. 1992; 174:441-51.

* Peacock E.E.: Control of wound healing and scar formation in surgical patients. Arch Surg. 1981;
116: 1325-29.

! Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS, et al: Studies in Fetal Wound Healing: VI. Second and
Early Third Trimester Fetal Wound Demonstrate Rapid Collagen Deposition without Scar
Formation. ] Pediatr Surg. 1990; 25(1): 63-69.
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un proceso de inflamacion cronica en la que se presentan los linfocitos por motivos

desconocidos, sin embargo siempre terminé en la formacién de tejido cicatrizal.

La evaluaciéon bioquimica presento diferencia estadistica en la cuantificacion
de la cantidad de colagena desarrollada por mg de tejido entre los grupos tratados
con los farmacos, lo que indica que el tratamiento con AH y CPVP disminuye la
formacion de colagena @ ¥ en comparacion cuando no se aplica ningin
tratamiento. Estos hallazgos coinciden con los de otros estudios que describen el

uso de AH y CPVP en la cicatrizacion de diferentes tejidos *8 2023 34.52,56.57)

De acuerdo a lo descrito, se puede concluir que tanto el acido hialurénico
como la CPVP administrados después de la realizaciébn de traqueoplastias en

perros, disminuyen la inflamacién de las anastomosis y mejora la calidad de la

! Longaker MT, Whitby DJ, Adzick NS, et al: Studies in Fetal Wound Healing: VI. Second and
Early Third Trimester Fetal Wound Demonstrate Rapid Collagen Deposition without Scar
Formation. ] Pediatr Surg. 1990; 25(1): 63-69.

*3 Broker B.J. and Reiter D. Fetal Wound Healing. Otolaryngology Head and Neck Surg. 1994; 110
(6): 547-49.

8 Livinsgtone G.L. and Schild J.A. Tathirogenic agents as therapy for subglotic stenosis a pilot
study. Otolaryngol Head Neck Surg. 1987; 97:446-51.

20 Olmos-Zuniga JR, Santos-Cordero JA, Jasso-Victoria R, Sotres-Vega A, Gaxiola-Gaxiola M, Mora-
Fol JR, Franco-Oropeza A y Santillan-Doherty P. Efecto Del Acido Hialurénico Sobre La
Cicatrizaciéon Traqueal En Un Modelo Experimental Canino. Acta Otorrinolaringolégica
Espariola. 2004; 55: 81-87.

% Wen DY: Intra-articular Hyaluronic Acid Injection for Knee Osteoarthritis. American Family
Physician. 2000; 62(3): 565-570.

% Herndndez AG: Efectos del Acido Hialuronico Sobre el Mecanismo de Cicatrizacién en la
Anastomosis de Uretra. Un estudio Experimental. (Tesis de Especialidad). México, D.F.: Facultad
de Medicina. U.N.A.M. 2000.

*? Krupala, J.L., Gianoli G.J. and Smith R.A. The Efficacy of Hyaluronic Acid Foam As A Middle Ear
Packing Agent In Experimental Tympanoplasty. The American Journal Of Otology. 1998; 19: 546-
50.

* Vallis C.P. Intralesional Injections Of Keloids And Hypertrophic Scars UIT Dermojet. Plastic and
Reconst Surg. 1967. 40:255.

*" Border W.A. and Ruoslahti E. Transforming growth factor B in diseases: the dark side of tissue
repair. J. Clin Invest. 1992; 90: 1-7.
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cicatrizacion traqueal controlando la formacion de estenosis traqueal

postragueoplastia.
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X. FOTOGRAFIAS.

A. carétida comin

T.
parasimpatico

Traquea

N. cervical
ventral

N. laringeo
recurrente

Vena yuqular interna

FOTOGRAFIA 1.

Fotografia que muestra la anatomia de la traquea (arterias, venas y nervios)
(58)

% Fotografia tomada de: Stanley H. Done Atlas de Anatomia Veterinaria. El perro y el gato. Ed. Harcout
Brace. Madrid Espaiia.
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a.y v. Tiroidea

n.vago

v. Tiroidea

FOTOGRAFIA 1a.
Fotografia que muestra la anatomia de la traquea (arterias, venas y nervios)

(58)

% Fotografia tomada de: Stanley H. Done Atlas de Anatomia Veterinaria. El perro y el gato. Ed. Harcout
Brace. Madrid Esparia.
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FOTOGRAFIA 2.
Se observa un animal de experimentacion anestesiado, colocado sobre la

mesa de cirugia y conectado al monitor para electrocardiografia (Datascope

Passport).
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FOTOGRAFIA 3.
Muestra la traquea cervical disecada y referida, previo a la reseccion de los

anillos traqueales.
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FOTOGRAFIA 4.
Se observa la colocacion de los puntos separados durante la realizacion de la

anastomosis traqueal cervical.
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FOTOGRAFIA5.
Anastomosis traqueal cervical finalizada, después de resecar 3 anillos

traqueales.
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FOTOGRAFIA 6.
Traqueoscopia en la que se observa la instilaciéon del tratamiento (CPVP) tres

dias después de la cirugia.
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FOTOGRAFIAT.
Placa radiogréfica lateral de un animal tratado con solucion salina fisiologica

en el que se observa la zona de la anastomosis disminuida en su calibre (flecha).
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FOTOGRAFIAS.
Placa radiogréfica lateral de un animal del Grupo Il en donde se muestra la

zona de la anastomosis (flecha) y traquea permeable.
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FOTOGRAFIA 9.
Placa radiografica lateral que muestra la trAquea permeable y su sitio de

anastomosis (Flecha) a las 2 semanas postcirugia. Grupo Il (CPVP)
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FOTOGRAFIA 10.
Traqueoscopia de un animal del grupo | que muestra el estado de la

anastomosis, la cual presenta inflamacion y edema.
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FOTOGRAFIA 11.
Traqueoscopia de un animal del grupo Il (AH) que muestra el estado de la

anastomosis, la cual presenta estenosis grado |I.
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FOTOGRAFIA 12.
Traqueoscopia realizada en la segunda semana poscirugia, en la que se

observa la cicatrizacion de la anastomosis traqueal. Grupo Il (CPVP)
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FOTOGRAFIA 13.
Segmento de trAdquea resecado que muestra edema, hiperemia y estenosis

de un animal del grupo I.
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FOTOGRAFIA 14.
Pieza quirargica macroscoépica del animal del grupo Il en el que se presentd

estenosis posquirdrgica. Vista transversal.
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FOTOGRAFIA 15.
Pieza quirargica macroscopica del animal del grupo Il en el que se presento

estenosis posquirdrgica. Vista longitudinal.
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Fotografias

FOTOGRAFIA 16.
Reseccion de segmento anastomosado del grupo IV (CPVP + AH) al final del

tiempo de estudio el cual no presenta estenosis. Vista transversal.
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Fotografias

FOTOGRAFIA 17.
Reseccion de segmento anastomosado del grupo IV (CPVP + AH) al final del

tiempo de estudio. Vista longitudinal.
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Fotografias

-

FOTOGRAFIA 18.

Fotomicrografia que muestra fibras de coldgena desorganizadas en un

animal del grupo | (SSF). Tincion Masson 10x.
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Fotografias

FOTOGRAFIA 19.
Fotomicrografia que muestra el granuloma (G) formado en un animal del

grupo I, también se observa infiltrado inflamatorio severo. Tincion H-E 2.5x
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Fotografias

-

FOTOGRAFIA 20.

que muestra una capa de fibras de colagena bien

Fotomicrografia,

organizada (C) alrededor de material de sutura (S). Grupo Il AH. Tincion Masson

10x.
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Fotografias

FOTOGRAFIA 21.
Fotomicrografia que muestra las capas de colagena bien organizada en un

animal del grupo Il (CPVP). Tincion Masson 10x.
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XI. TABLAS

Clasificacion De A
Grado |
Sin Obstruccion 50 % de Obstruccién

Grado |l

51% de Obstruccion 70% de Obstruccion
Grado Il

71% de Obstruccion 99% de Obstruccion
Grado IV Luz no detectable

Tabla 1.

Sistema de Clasificacion de Estenosis Traqueal propuesto por Robin T.

Cotton.
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Evaluacion de la Disnea

Grado Grupo | | Grupo I Grupo Il | Grupo IV
0 (Sin dificultad para respirar después de correr) 6 6 6 6
1 (Dificultad para respirar después de correr) 0 0 0 0
2 (Dificultad para respirar en reposo) 0 0 0 0

Tabla 2.

Muestra el grado de disnea en los cuatro grupos de estudio después de la

reseccion y traqueoplastia.
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Cuantificacién de coldgena obtenida de tejido tragueal

GRUPOS DE ESTUDIO

SSF AH CPVP AH+CPVP

Mg/g Tejido | 335.67+127.79 | 302.86+30.77 | 295.21+58.71 | 176.0+37.96**

Tabla 3.

Promedio * desviacion estandar. ANOVA p < 0.05 entre grupos.
Procedimiento Tukey/Kramer. *p < 0.05. **p < 0.01
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XIl. GRAFICAS.

Porcentaje de Estenosis
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Grafica 1

Muestra el porcentaje de Estenosis Traqueal de cada perro en cada uno de
los Grupos.
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Grafica 2.

Disminucion de mg de colagena del grupo IV (AH + CPVP), al comparar entre

los grupos de estudio. **p < 0.01.
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