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RESUMEN

“Comparacion del uso de la mezcla de acido hialurénico y colagena-
polivinil pirrolidona contra mitomicina ¢ como moduladores de la
cicatrizacion en el trauma de cuerdas vocales de conejo”

Introduccidn. La presencia de sinequias por la formacion de fibrosis excesiva
durante su cicatrizacion de las cuerdas vocales, puede afectar el
funcionamiento normal de las mismas, por lo que se puede pensar que esta
fibrosis se puede evitar con la aplicacion de moduladores cicatrizales como la
mezcla de acido hialurénico con colagena-polivinil pirrolidona (AH-CPVP) o
mitomicina C (MC) en las cuerdas vocales traumatizadas.

Objetivo. Evaluar los cambios endoscépicos, microscépicos, bioquimicos e
inmunohistoquimicos de la cicatrizacion de las cuerdas vocales traumatizadas
de conejo posterior a la aplicacion tdpica de una mezcla de AH-CPVP o MC en
el sitio de la lesion.

Material y métodos. En 42 conejos se produjo un trauma de cuerdas vocales,
se les aplico 3 moduladores de la cicatrizacion posterior a la realizacion del
trauma y se evalud sus cicatrizacion en diferentes tiempos de acuerdo al grupo
de estudio: Grupo | (n=6): Grupo control, Grupo Il (n=6) Aplicacion de Solucién
Salina Fisioldgica (SSF) con fin de estudio al dia 10, Grupo Ill (n=6): SSF y fin
de estudio al dia 21, Grupo IV (n=6): Aplicacion de mitomicina C con fin de
estudio al dia 10. Grupo V (n=6): Tratamiento con MC y fin de estudio al dia 21.
Grupo VI (n=6) Tratamiento con AH-CPVP con fin de estudio 10 dias. Grupo VII
(n=6) AH-CPVP y fin de estudio 21 dias. A todos los animales se les evaluo de
forma clinica, endoscoépica, microscopica y bioquimica su cicatrizacion.
Resultados. Endoscopicamente los grupos tratados con la mezcla de AH-
CPVP mostraron mejor cicatrizacion y menor formacion de sinequias que los
otros grupos (ANDEVA, TUKEY, Kruskal-Wallis, p<0.01). Microscopicamente
también presentaron menor inflamacidn y una disposicion de fibras de colagena
delgadas y organizadas vs los otros grupos de estudio (ANDEVA, TUKEY,
Kruskal-Wallis p<0.01) y esto correlacion6 con el estudio bioquimico, el cual
reveld, que la menor cantidad de colagena por gramo de tejido se presentd en
los grupos VIy VIl (ANDEVA, TUKEY, p< 0.01).

Conclusion. La aplicacion de la mezcla de AH-CPVP, inmediatamente
después de la produccion de un trauma de cuerdas vocales en conejos, mejora
Su cicatrizacion, ya que disminuye la inflamacién, formacion de fibras colagena
y de sinequias.

Palabras Clave: Trauma de cuerda vocal, acido hialurénico (AH), colagena
polivinil pirrolidona (CPVP), mitomicina C ( MC), concentracion de colagena,
solucion salina fisiolégica (SSF)



INTRODUCCION.

La laringe es un o6rgano con funciones de proteccion de la via aérea,
respiracion, fonacion y deglucién y se divide en supraglotis, glotis y subglotis.
La supraglotis contiene a la epiglotis, los pliegues ariepigléticos, las bandas
ventriculares, y los ventriculos.

La glotis es el espacio que se encuentra entre las cuerdas vocales. Estas se
insertan anteriormente en el cartilago tiroides y posteriormente en los cartilagos
aritenoides. Tiene una forma triangular, que se lateraliza en la respiracion y se
medializa en la fonacion.

La histologia de la laringe la podemos dividir en epitelio respiratorio que reviste
tanto la supraglotis y la subglotis; en cuanto al borde libre de las cuerdas
vocales se observa un epitelio plano escamoso estratificado no queratinizado.
Por debajo de este epitelio se encuentran tres capas que conforman la lamina
propia: superficial (espacio de Reinke), media y profunda, que se diferencian
por las concentraciones de elastina y colagena. Por ultimo por debajo de la
lamina propia se encuentra ya sea el ligamento vocal o el proceso vocal
respectivamente (1, 2).

El trauma glético, dependiendo de su extensién y cicatrizacién, puede formar
fibrosis que finalice en sinequias, las cuales afectan la funcién de la laringe
para mantener una via aérea funcional y conservar una funcién fonatoria
normal (2).

La consecuencia final del trauma glético es la mala cicatrizacion de las cuerdas
vocales, caracterizada por un incremento en la densidad de la colagena
completamente desorganizada, que produce cambios biomecanicos negativos

que ocasionan alteraciones en la fisiologia de la laringe (4,5).



Recientemente algunos investigadores han estudiado la cicatrizacion de las
cuerdas vocales que sufren un trauma glotico iatrogénico y observaron que en
la fase aguda de la cicatrizacion de las mismas se inician los depdésitos de
colagena madura y la fibrosis entre los dias 7 y 10 posteriores al trauma,
finalizando con una cicatriz completamente fibrética al dia 21 posterior al
trauma (5).

Dado que el proceso cicatrizal es una secuencia de eventos coordinados que
nos llevan a la formacion tejido nuevo (6), se puede pensar que el alterar o
manipular la etapa aguda de la cicatrizacion de las cuerdas vocales pueden
llegar a tener un impacto significativo en la formacion de fibrosis y de sinequias
posteriores al trauma glético.

Existen medicamentos como el acido hialurénico (AH) (7), colagena-polivinil-
pirrolidona (CPVP) (8-10) y la mitomicina C (11,12) que han demostrado ser
buenos moduladores de la cicatrizacion en 6rganos extralaringeos.

El AH es un componente de la matriz extracelular de la herida fetal, el cual
modula la fibrogénesis de colagena durante el proceso de cicatrizacién de las
heridas fetales (7) y favorece la regeneracion, asi como la reparacion tisular
con menor inflamacion y fibrosis. Este medicamento ha sido usado con buenos
resultados para la disminucién de procesos fibroticos en el tratamiento de la
osteocondritis de rodilla (13), regeneracion de las heridas de la mucosa nasal
(14), para prevenir la formacion de adherencias intrabdominales
postquirargicas (15) y como expansor tisular en la piel (16). También se ha
observado en estudios experimentales que este medicamento evita las

estenosis traqueales (17).



La CPVP es un farmaco formado por una mezcla de colagena porcina del tipo |
y polivinil-pirrolidona, el cual actia como remodelador de procesos fibrosos (8-
10) y se ha utlizado para el tratamiento de las cicatrices queloides e
hipertréficas, en fibrosis dérmicas, de tendones y en traquea, produciendo
disminucioén de los sintomas y el volumen de la cicatriz, asi como desaparicion
del infiltrado inflamatorio y restablecimiento de la arquitectura dérmica normal
de las cicatrices tratadas con ésta (18-20).

En otros estudios experimentales bioquimicamente se evalud el uso de una
mezcla de AH y CPVP en la cicatrizacion de resecciones traqueales y se
observé menor concentracién de colagena por gramo de tejido traqueal en la
cicatriz formada cuando se utilizé la mezcla, que cuando estos farmacos se
utilizaron por separado (21).

La mitomicina C es un antibiético antineoplasico producido por el Streptomyces
caespitosus que inhibe la proliferaciéon y actividad de los fibroblastos evitando la
fibrosis y formacién de cicatriz (11,12). Este farmaco ha mostrado buenos
resultados cuando se usa como un tratamiento adyuvante después de la
realizacion de un gran namero de procedimientos oftalmicos para disminuir la
recurrencia del pterigion, prevencién de estenosis en cirugia de glaucoma,
fibrosis del nervio éptico y disminucion de las estenosis laringotraqueales.
(11,12, 22-24)

Con base a lo anterior se puede pensar que la infiltracion de una mezcla de
AH-CPVP o mitomicina C en el sitio de lesiébn de cuerdas vocales

traumatizadas, modulara el proceso de cicatrizacién de las mismas.



JUSTIFICACION.

El proceso cicatrizal es una secuencia de eventos coordinados que nos llevan a
la formacion de nuevo tejido, el manipular terapéuticamente la cicatrizacion de
las cuerdas vocales puede evitar la formacion de fibrosis y sinequias
posteriores al trauma laringeo. Es por lo que en este trabajo se propone la
utilizacion de acido hialurénico y colagena-polivinil pirrolidona, comparado con
mitomicina C para modular la cicatrizaciéon de las mismas y evitar la fibrosis
exagerada de estas, ya que hay evidencias de que estos farmacos modulan la

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

HIPOTESIS.

El &cido hialurénico, la coldgena-polivinil pirrolidona y la mitomicina C son
moduladores de la regeneracion celular y disminuyen la formacién de cicatrices
fibréticas, por lo que se puede pensar que la aplicacion de estos después de
una lesion de cuerdas vocales en conejos, podria evitar la fibrosis de la

cuerdas vocales traumatizadas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar los cambios endoscoépicos, microscopicos y bioquimicos de la
cicatrizacion de las cuerdas vocales traumatizadas de conejo, posterior a la
aplicacion topica en el sitio de la lesion de una mezcla de AH-CPVP o

mitomicina C.



OBJETIVOS ESPECIFICOS.

- Comparar cual de estos farmacos aplicados topicamente es mas eficaz para

prevenir la fibrosis de las cuerdas vocales traumatizadas en conejos.

- Evaluar los cambios observados por endoscopia, y por microscopia de luz
producidos por la mezcla de AH-CPVP y por la mitomicina C sobre la cicatriz

formada, después de realizar una lesion en las cuerdas vocales de conejos.

- Cuantificar la cantidad de colagena formada en la cicatriz de las cuerdas
vocales traumatizadas de conejos tratados con una mezcla de AH-CPVP o

mitomicina C.



MATERIAL Y METODOS.

1 .Recursos.
El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER-“ICV”) 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, Investigacion en Morfologia y
Departamento de Otorrinolaringologia del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas”, que proporciond los quiréfanos,
monitores de signos vitales e instrumental necesario para la realizacion de los
procedimientos quirdrgicos, tratamientos y seguimiento postoperatorios de los
animales.

El equipo de endoscopia que se utilizd, fue proporcionado por Consejo

Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (Proyecto REF: F643).

Los animales utilizados en este estudio fueron proporcionados por el bioterio

del INER-"ICV".

2 .Animales de experimentacion.

Se utilizaron 42 conejos Nueva Zelanda, sanos, sin importar el sexo o la edad,
con un peso entre 3y 3.5 Kg. 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 (25) y de la Guide for the Care and

Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos (26).



2.1 Criterios de inclusion. Se incluyeron conejos 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 quirdrgico.

2.2 Criterios de exclusion. Los animales con datos clinicamente patolégicos a
su llegada al INER y previos al procedimiento quirdrgico o con antecedentes de

alguna cirugia de cuello o cavidad oral fueron excluidos del estudio.

2.3 Criterios de eliminacion. Todo animal que presentd signos clinicos de
cualquier patologia no provocada por el procedimiento quirdrgico, fue

eliminado.

3. Grupos de Estudio.

Los animales fueron divididos en siete grupos de estudio y su evaluacion fue a
diferentes tiempos:

El grupo control (grupo 1) se formé de 6 conejos de otro proyecto de
investigacion en el cual se utilizaron como donadores de pulmén. Previo a que
se sometieran a eutanasia (15, 25) se les evalué las caracteristicas
endoscopicas de la laringe (incluyendo las cuerdas vocales). Una vez que se

sometieron a fin de estudio se les extrajo el bloque pulmonar y la laringe.

Grupo | (n=6): Se evalud las caracteristicas endoscopicas, microscopicas y

bioquimicas de las cuerdas vocales.



Grupo Il (n=6): Se produjo una lesiébn en ambas cuerdas vocales y se aplico
topicamente en el sitio de la lesion solucion salina fisiolégica y se sometieron a

fin de estudio a los 10 dias después de producirles la lesion.

Grupo Il (n=6): Se produjo una lesidon en ambas cuerdas vocales y se aplico
topicamente en el sitio de la lesion solucion salina fisiologica y se sometieron a

fin de estudio a los 21 dias después de producirles la lesion.

Grupo IV (n=6): Lesion en cuerdas vocales y aplicacion tépica de Mitomicina
C en el é&rea lesionada. Las cuerdas vocales se retiraron a los 10 dias

posteriores a la lesion.

Grupo V (n=6). Se produjo una lesién en ambas cuerdas vocales y se aplico
topicamente en el sitio de la lesién Mitomicina C y se sometieron a eutanasia a

los 21 dias después de producirles la lesion.

Grupo VI (n=6): Lesion en cuerdas vocales y aplicacion topica de &cido
hialurénico combinado con coladgeno polivinil pirrolidona (AH-CPVP) en el sitio
de la lesion. Las cuerdas vocales se extrajeron para su evaluacién a los 10 dias

posteriores al trauma.

Grupo VIl (n=6): Lesion en cuerdas vocales y aplicacion topica de la mezcla
AH-CPVP en el sitio de la lesion y fin de estudio a los 21 dias después de

producirles el trauma.



4. Anestesia.

Los animales se prepararon con 24 horas de ayuno para soélidos y 12 horas
para liquidos. La anestesia en todos los grupos de estudio se indujo con
hidrocloruro de xilacina (Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Germany) a dosis de
0.1 mg/Kg. y 1.5 mg/kg. de propofol (Diprivan, Astra Zeneka, Milan, Italy) via
intravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa e inmediatamente se les aplico
dipirona (Pisa Agropecuario S.A. de C.V. Tula, Hidalgo, México) a dosis de 28

mg/Kg. IV como analgésico (27).

Una vez anestesiados, los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia en
posicion decubito dorsal y durante todo el procedimiento quirdrgico sus signos
vitales se vigilaron con un monitor para electrocardiografia (Datascope

Passport, New Jersey, USA).

5. Produccion de lalesion en las cuerdas vocales.

En todos los animales sometidos a estudio, con un endoscopio rigido de 5 mm
(Hopkins II, Karl Storz, Germany) y con un equipo de cirugia videoasistida
(Camara de video EImo Company, Tokio, Japan. Monitor Sony PVM-1943MD,
Tokio, Japan) se visualizaron las cuerdas vocales en el monitor, posteriormente
con un l4piz de un equipo de electrocirugia (Force Fx C Valleylab, Illinois, USA)
se produjo electrofulguracion controlada (40 watts) en el tercio posterior de la
porcion membranosa de ambas cuerdas vocales (Figura 1 A). Inmediatamente
se procedi6 a la aplicacion del tratamiento (Figura 1 C).

Después de completar el procedimiento y aplicar el tratamiento en la region
afectada, se aplico lidocaina (Xilocaina, Astra Zeneca S.A. de C.V., Estado de

México, México) en forma topica.



Los animales de los grupos II, IV y VI se sometieron a eutanasia con
sobredosis anestésica a los 10 dias posteriores a la produccion de la lesion,
mientras que los de los grupos lll, V y VIl a los 21 dias después de realizarles

el procedimiento.

6. Tratamiento.

En todos los grupos el tratamiento se aplicé inmediatamente después de
producir la lesidon, mediante aplicacion topica con un algodén durante 5 minutos
(Figura 1 C). En los grupos Il y lll se aplicé en el area electrofulgurada 1 ml de
solucién salina fisiologica. En los grupos IV y V se aplicé tépicamente 0.5 mg
de mitomicina C (Mitocin-C, Bristol-Myers Squibb Caribbean Company,
Mayaguez, Puerto Rico) contenidos en 1 ml de agua destilada (dosis utilizadas
para las estenosis traqueales) (11). Mientras que los grupos VI y VII se trataron
con 15 microgramos de AH (Hyaluronic acid potassium salt, Fluka Laboratory
Chemicals, Riedel-de Haén, Germany) mas 2.5 mg de CPVP (Fibroquel, Aspid
S.A de C.V., México, DF), diluidos en 1 ml de agua destilada (dosis usada para
evitar adherencias intrabdominales, estenosis uretrales e intestinales y para
prevenir las estenosis traqueales experimentales, problemas de piel y

tendones, asi como en estenosis traqueales experimentales) (17, 20, 21).

7. Evaluacion.
7.1 Clinica.
Se realizé evaluacién clinica diaria durante la primera semana posquirurgica y

cada tercer dia, durante el tiempo restante del estudio.



La evaluacion clinica consistio en realizar observacion de cada animal dentro
de su jaula, toma de temperatura, observacion de la coloracién de mucosa oral,
presencia de estridor, auscultacion de la cavidad toracica mediante
estetoscopio para evaluar la frecuencia respiratoria, ruidos respiratorios y

frecuencia cardiaca.

7.2 Endoscépica.

En todos los animales se evaluaron las cuerdas vocales mediante endoscopia,
previo a la cirugia, después de producirles la electrofulguracion, a los 10 y a los
21 dias dependiendo del grupo de estudio. En esta se evalué el estado de las
cuerdas vocales, presencia de necrosis, infeccion, granulomas edema, tipo de
cicatriz formada (bien organizada o fibrotica) de las cuerdas vocales y

formacién de sinequias. Todos los procedimientos se videograbaron.

7.3 Microscopica.

Una vez transcurridos 10 y 21 dias postelectrofulguracion respectivamente los
animales de todos los grupos de estudio fueron sometidos a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer, Estado de Meéxico,
México) (15) y se retiraron las cuerdas vocales para realizarles evaluacion
microscopica.

Para realizar esta se tomaron muestras de las cuerdas vocales lesionadas, 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

evaluar la presencia de inflamacién, vasos de neoformacion, fibrosis,



organizacion de las fibras de colagena, cobertura total de epitelio e hipertrofia

epitelial.

7.4 Bioquimica.

En la evaluacién bioquimica se determind la concentracion de hidroxiprolina por
gramo de tejido de cuerda vocal. La determinacion se realizé por el método de
Woessner (28) en una muestra de cada cuerda vocal electrofulgurada tomadas
al final del estudio. Las muestras se colocaron cada una dentro de un vial que
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 pudo obtener el peso “seco” de las muestras.

Obtenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con acido clorhidrico 6N
(J.T.Baker) durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se
filtraron y se colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido
clorhidrico. El residuo obtenido, se llevo a pH de 7.0 y se afor6 a un volumen
de 10 ml con agua destilada, de esta ultima dilucion, se tomo6 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 prepar6 una curva estandar
que contenia 1 mg de hidroxiprolina/1 ml de agua (SIGMA, Co), se ajust6 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 adicioné: 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 &cido perclorico 3.0N (J.T. Baker), 1



ml de solucién de paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA Co) al 20% en
metilcelosolve. El ensayo se incubd durante 20 minutos a 60°C y concluido el
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.

Andlisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico de la evaluacion endoscopica, microscopica, Yy
determinacion de colagena se realizO mediante las pruebas de ANDEVA,
TUKEY y KRUSKAL WALLIS. Los valores de p<0.05 fueron considerados

como significativos.



VI. RESULTADOS.

1. Hallazgos clinicos.

Clinicamente en todos los grupos (100% de los animales) a la inspeccion
general, durante los primeros 3 dias se aprecio rudeza respiratoria, la cual
desaparecio entre el quinto y sexto dia posteriores a la produccion de la lesion.
Ningun animal mostrd algun otro signo clinico que pusiera en peligro su vida,
ya que sus constantes fisioldgicas (temperatura, frecuencia cardiaca y
frecuencia respiratoria) se encontraron dentro de los parametros normales.
Durante todo el estudio no se observo disnea en ningun animal sometido al

procedimiento quirdrgico.

2. Hallazgos endoscopicos.

En el grupo | (Control) las caracteristicas endoscopicas observadas previo a la
obtencion de las cuerdas vocales se observaron de apariencia normal Figura 1
A (Cuadro 1).

En el grupo Il (Trauma cuerda vocal tratado con SSF por 10 dias), 3 conejos
mostraron aparente necrosis en el area lesionada, de los cuales 2 (33.3%) de
estos desarrollaron infeccion en el area traumatizada. Todos los conejos
(100%) desarrollaron edema. También los 3 conejos (50%) con aparente
necrosis desarrollaron un granuloma (2 en el aritenoides derecho y 1 en ambas
cuerdas vocales). La cicatriz formada en 3 conejos (50%) fue desorganizada y
con fibrosis severa, mientras que en los 3 restantes fue bien organizada y con
fibrosis leve. Los 6 conejos (100%) desarrollaron sinequia interaritenoidea, al

igual que edema de las cuerdas vocales (Figura 2 A) (Cuadro 1).



En los animales del grupo Il (SSF 21 dias), ningun animal presento necrosis,
infeccion, ni edema. Un animal (16.6%) desarrollé granuloma en el aritenoides
derecho. Con respecto al desarrollo de la cicatriz en 4 animales (66.6%) se
observo bien organizada y con fibrosis leve, mientras que en los otros 2
animales (33.3%) formaron una cicatriz desorganizada y con fibrosis severa.

Cuatro animales (66.6%) desarrollaron sinequias (Figura 2 B) (Cuadro 1).

Los conejos tratados con Mitomicina C (grupo 1IV) y que fue estudiada su
cicatrizacion a los 10 dias, mostraron en el 50% de los casos (3 animales)
necrosis aparente en el area lesionada, 2 (33.3%) desarrollaron infeccion y
granuloma de la misma. En todo el grupo (100% de los conejos) se presentd
edema en ambas cuerdas vocales. La cicatriz observada en 4 animales
(66.6%) fue bien organizada y con fibrosis leve, los otros 2 conejos
desarrollaron una cicatriz desorganizada y fibrética. En 4 animales (66.6%) se

encontro presencia de sinequia interaritenoidea (Figura 2 C) (Cuadro 1).

Los conejos tratados con Mitomicina C por 21 dias (grupo V), ninguno mostré
necrosis, infeccion o granuloma. Sin embargo el 83.3% de los casos (5
animales) presentaron edema en ambas cuerdas vocales. En el 100% de los
animales sometidos a trauma de la cuerda vocal se observd una cicatriz bien
organizada. En 4 conejos (66.6%) se pudo observar la presencia de sinequia,
mientras que los otros 2 animales de experimentacion (33.4%) no desarrollaron

estas(Figura 2 D) (Cuadro 1).



Los animales de grupo VI (AH-CPVP 10 dias), no presentaron (0%) necrosis,
infeccion, ni granulomas. Sin embargo el 100% de los conejos mostraron
edema de las cuerdas vocales. La cicatrizacion de 4 animales de este grupo
(66.6%) fue bien organizada. Sin embargo 2 conejos (33.3%) desarrollaron
fibrosis leve. Cuatro conejos (66.6%) formaron sinequias interaritenoideas

(Figura 2 E) (Cuadro 1).

En el grupo VII (AH-CPVP 21 dias), ningun animal (0%) presentd necrosis ni
infeccion. Un conejo (16.6%) desarrolld6 un granuloma en el aritenoides
derecho. A su vez el 50% (3 conejos) mostraron edema en las cuerdas
vocales. La cicatrizacion de 5 animales de este grupo (83.3%) fue bien
organizada y solo en uno se observé desorganizada ésta. Sin embargo ninguno
de los conejos (0%) desarroll6 fibrosis. Cuatro conejos (66.6%) formaron

sinequias interaritenoideas (Figura 2 F) (Cuadro 1).

En el andlisis estadistico de la presencia de infeccion, granuloma al comparar
dentro de cada grupo y entre grupos no se observo diferencia (p=NS ANDEVA,

TUKEY, KRUSKAL WALLIS)(ver cuadro 1).

La necrosis observada en la evaluacién endoscépica de los animales de los
grupos Il y IV fue significativa en comparacion con los otros grupos de estudio
(1, 1, Vv, Vi y VIl) (p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver cuadro

1).



El edema observado en las cuerdas vocales de los grupos Il y VIl fue
estadisticamente menor que en los otros grupos de estudio (I, I, V, VI)

(*p<0.05, **p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver cuadro 1).

La formacion de sinequias observada en el grupo Il fue estadisticamente
significativa cuando se compardo con el grupo VI (AH-CPVP 10 dias) (p<0.01

ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver cuadro 1).

3. Hallazgos Microscépicos.
Con respecto al estudio histopatolégico en los controles se aprecié la estructura

normal de las cuerdas vocales (Figura 3)

En los animales del grupo Il se observé acantosis en 66.6% de los casos (4
conejos), los otros 2 se observaron normales (33.3%). Cuatro conejos (66.6%)
presentaron inflamacion severa, 2 (33.3%) inflamacién moderada en todas las
capas de la cuerda vocal con infiltrado de predominio neutréfilo. Dos conejos
(33.3%) desarrollaron un area de necrosis y en otros 2 (33.3%) se desarrollé un
granuloma en el epitelio y la lamina propia de la cuerda vocal. En todos los
casos se apreci6 cicatrizacion de la cuerda vocal lesionada, sin embargo en 4
animales (66.6%) se observo fibrosis moderada, en uno (16.6%) severa y se
caracterizo por la formacion de fibras de colagena completamente
desorganizada. Mientras que en el otro conejo (16.6%) se observd la
formacién leve de fibras de coldgena de apariencia delgada y bien organizadas
en forma unidireccional. En 2 casos (33.3%) se observé la presencia de

fibroblastos en la lamina propia (Figura 4 A)



En los animales del grupo Il (SSF 21 dias) encontramos en su totalidad (100%)
acantosis, asi como inflamacion moderada en todas las capas de la cuerda
vocal en 4 de los conejos (66.6%), apreciandose en los 2 restantes (33.3%) un
infiltrado inflamatorio leve. Por otro lado 2 de los animales desarrollaron
granulomas en la lamina propia (33.3%) y ninguno de ellos mostraba areas
necroticas (0%). En cuanto a la cicatrizacion las fibras de colagena observadas
en los 6 conejos (100%) fueron en cantidad moderada con disposicion
completamente desorganizada. En 4 de los animales (66.6%) se observo

infiltrado fibroblastico (Figura 4 B)

En cuanto al grupo IV (Mitomicina C 10 dias) se aprecié acantosis en 6 de los
animales (100%). Se observo inflamacion severa aguda en 4 conejos (66.6%)
y moderada en 2 (33.3%) en todas las capas de las cuerdas vocales
estudiadas. A su vez, 4 conejos (66.6%) desarrollaron areas de necrosis, 2
animales (33.3%) granulomas y 1 de ellos (16.6%) un absceso en el epitelio y
en la lamina propia. Referente a la cicatrizacion 6 de los animales (100%)
denotaban un moderado aumento de fibras de colagena la cuales se

caracterizaron por su disposicion desorganizada (Figura 4 C).

En el grupo V (Mitomicina C 21 dias) al igual que los grupos de estudio
reportados arriba se encontré que 6 animales (100%) desarrollaron acantosis.

Por otro lado, en 1 conejo (16.6%) se aprecio inflamacién aguda severa 'y en 4
de ellos (66.6%) moderada dentro de las 3 capas de las cuerda vocal y en el

conejo restante (16.6%) se observo proceso inflamatorio leve solamente en la



lamina propia y el epitelio. Ningan animal (0%) mostré areas necroticas,
granulomas o abscesos. A su vez en 6 conejos (100%) se observo moderado
incremento en la presencia de fibras de coldgena con disposicion

desorganizada de las mismas (Figura 4 D).

En los animales del grupo VI (AH-CPVP 10 dias) se observo acantosis en 2 de
los casos (33.3%), los otros 4 conejos se observaron las caracteristicas del
epitelio sin cambios patologicos (66.6%). Seis conejos (100%) presentaron
inflamacion leve con infiltrado de predominio neutréfilo dentro de la lamina
propia y el epitelio de la cuerda vocal. Ningan conejo (0%) desarroll6 un &rea
de necrosis, granulomas o abscesos. En todos los casos se aprecio
cicatrizacion con la presencia de la s fibras de colagena bien organizadas y

delgadas (Figura 4 E).

Dentro de los hallazgos del grupo VII (AH-CPVP 21 dias) se aprecio acantosis
en 2 de los animales (33.3%). Se observaron cambios inflamatorios leves en 3
conejos (50%) dentro del epitelio y la lamina propia de la cuerda vocal. En los
restantes animales se encontraron hallazgos inflamatorios moderados en todas
las capas de la cuerda vocal50%). Un conejo (16.6%) desarroll6 un area
necrética. Ninguno de los conejos participantes de este grupo presentd
granuloma y/o absceso (0%). En cuanto a la fibrosis ninguno de los animales
(0%) denotaban una depésito desorganizado de las fibras de colagena, y en 2
conejos (33.3%) se observo un infiltrado de fibroblastos en la lamina propia

(Figura 4 F).



Al realizar el analisis estadistico de los hallazgos histoldgicos, la presencia de
granulomas y fibroblastos no fue significativa a la hora de compararla dentro de
cada grupo y entre grupos (p=NS ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS)(ver

cuadro 2).

Al comparar dentro de cada grupo la presencia de acantosis no fue
significativa, sin embargo, al compararla entre grupos la formacién de ésta en
los grupos I, VI y VIl fue menor al compararla con los grupos II, IV y V (p<0.05

ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver cuadro 2).

Con respecto a la inflamacion, la observada en los grupos VI y VII fue
significativamente menor que en los otros grupos de estudio (Il, 1ll, IV y V)
(p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS), a excepcion del grupo | (p=NS

ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver cuadro 2).

La necrosis observada en el grupo IV al compararla con los otros grupos de
estudio fue significativa (p<0.05 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS) (ver

cuadro 2).

Finalmente la presencia de fibrosis leve en los grupos VI y VIl fue

estadisticamente significativa (p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS)

al compararla con todos los otros grupos (ver cuadro 2).

4. Hallazgos Bioquimicos.



Al cuantificar bioquimicamente la cantidad de colagena por mg. de tejido de las
cuerdas vocales lesionadas mediante el método de Woessner, al comparar
dentro de cada grupo ninguno presento diferencia significativa (p=NS, Andeva,
Tukey).

Al comparar entre grupos se observo se aprecio que la colagena de los grupos
tratados con la mezcla AH-CPVP tanto de 10 como de 21 dias, mostraron una
disminucién importante en la cantidad de colagena formada por gramo de tejido
de cuerda vocal en comparacion con los otros grupos de estudio, excepto con

el grupo | (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.01) (Grafica 1).

DISCUSION

La cicatrizacion de las cuerdas vocales al igual que en otros 6rganos es una
secuencia de eventos coordinados que originan la formacion de nuevo tejido.
Sin embargo la mala cicatrizaciébn de las cuerdas vocales después de un
traumatismo, puede provocar la formacion de sinequias que conlleva a
ocasionar cambios biomecanicos y alteraciones en la fisiologia de la laringe (4,
5, 29).

Hoy en dia se han desarrollado muchos medicamentos que influyen sobre el
proceso de cicatrizaciéon normal e incluso modifican las cicatrices fibréticas.
Algunos de estos farmacos actuan tanto en la fase inflamatoria, como en la
proliferativa evitando la formacién de cicatrices fibréticas (10,11). Aunque
también existen medicamentos que no tienen estas caracteristicas, pero se
comportan modificando y/o degradando la colagena ya establecida en una

cicatriz (7,10).



En este trabajo, con el fin de mejorar las caracteristicas de la cicatriz que se
produce después de un traumatismo laringeo y evitar la formacion de sinequias
que producen los cambios biomecanicos negativos en el funcionamiento
laringeo, se explord la utilizacion de la mezcla de acido hialurénico y la
colagena-polivinil pirrolidona, asi como de la mitomicina C (los cuales son
farmacos que modulan la organizacion de la colagena y evitan la fibrosis de las

heridas), con el propdsito de modular la cicatrizacién de las mismas.

En los hallazgos endoscépicos de este trabajo, los conejos tratados con
solucién salina fisiolégica y mitomicina C en los grupos de 10 dias,
desarrollaron infeccion, granuloma y aparente necrosis en el 50% de los casos,
a diferencia de los otros grupos de estudio que fueron tratados con la mezcla
de AH-CPVP. Esto puede ser explicado por que el mecanismo de accion del
AH y de la CPVP consiste en inhibir la respuesta inflamatoria aguda y que
aunque no existen otros estudios del uso de estos farmacos en las cuerdas
vocales, los hallazgos observados en este estudio coinciden con los descritos
por diversos investigadores que han evaluado su utilidad en diferentes tejidos
(7, 8,9, 10, 15, 17).

Con base a los resultados observados endoscopicamente en este trabajo, en
los que del 50 al 80% de los animales formaron una cicatriz organizada,
independientemente del medicamento con el que fueron tratados, pueden
sugerir que el uso de estos farmacos permite la cicatrizaciéon adecuada de las
cuerdas vocales. Sin embargo estos hallazgos no coinciden con lo reportado
por otros autores que han utilizado la mitomicina C para el manejo de

traumatismo laringeo (29).



La presencia de sinequias observadas en todos los grupos de estudio a
excepcion del grupo tratado con la mezcla AH-CPVP por 10 dias, pudiera
atribuirse al efecto antiinflamatorio producido por la mezcla de los farmacos, a
diferencia de la SSF y mitomicina C, favorece que no exista una cicatriz
completamente organizada y que la colagena formada en este estudio sea
insuficiente para producir una sinequia. (7, 11, 12, 18, 20)
Histopatologicamente lo encontrado en este trabajo, con referencia al menor
desarrollo de acantosis y de inflamacion en las cuerdas vocales de los
animales de los grupos VI y VII (AH-CPVP) en comparacién con los otros
grupos estudiados, se puede atribuir al efecto antiinflamatorio de la mezcla de
estos medicamentos, lo cual coincide con lo observado por otros autores al
utilizarlo en otras regiones del cuerpo (traquea, tendones, abdomen,
articulaciones) (13, 15, 17, 19, 20, 21, 30).

La formacion de fibras de coldgena bien organizada y delgada en los grupos
tratados con AH-CPVP, a diferencia de los otros grupos en los que se
encontraron de una manera gruesa y desorganizada, observada en el andlisis
histoldgico, es posible que se deba al efecto antiinflamatorio, asi como también
al efecto de los dos medicamentos que pueden favorecer una disminucion (AH)
y a la remodelacién de la colagena formada (CPVP) durante el proceso
inflamatorio cicatrizal (18, 19, 20, 21).

La evaluacion bioquimica mostr6 que la mezcla AH-CPVP disminuye
cuantitativamente de manera importante la cantidad de colagena desarrollada
por mg de tejido en comparacién con el grupo tratado con SSF y/o mitomicina
C. Estos hallazgos coinciden con lo descrito por otros autores quienes

mencionan que el tratamiento con la mezcla AH-CPVP disminuye la formacion



de fibras de colagena e interviene en la remodelacion, a diferencia de la SSF y
la mitomicina C que no tienen efectos antiinflamatorios y aunado a que esta

ultima, solo actla sobre colagena bien establecida (19, 20, 21, 30).



CONCLUSION

De acuerdo a lo descrito se puede concluir la mezcla de acido hialurénico y
colagena polivinil pirrolidona administrados posteriormente a una lesion en
cuerda vocal inducida en conejos, mejora la calidad de la cicatrizacion de las
cuerdas vocales, debido a que disminuye la inflamacion, la formacion de fibras

colagena y consecuentemente la formacion de sinequias.



CUADROS

EVALUACION ENDOSCOPICA

GRUPOS DE ESTUDIO

Grupo | Grupo I Grupo lll | Grupo IV Grupo V Grupo VI Grupo VI
Control SSF SSF Mitomicina | Mitomicina | AH-CPVP AH-CPVP
10 dias 21 dias 10 dias 21 dias 10 dias 21 dias
Aparente 0 3 ** 0 3 ** 0 0 0
Necrosis
Infeccion 0 2 0 2 0 0 0
Granuloma 0 3 1 2 0 0 1
Edema 0 6 0 ** 6 5 6 3%
Cicatriz
bien 0 3 4 4 6 4 5
organizada
Cicatriz
fibrosis 0 3 2 2 0 2 1
severa
Sinequia 0 6 4 4 4 0 ** 4

*p<0.05 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS + Desviacion Estandar

**p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS =+ Desviacion Estandar

Cuadro 1. Muestra los hallazgos observados al final del estudio en cada grupo
experimental.




EVALUACION MICROSCOPICA

GRUPQOS DE ESTUDIO

I Il 1 v \% Vi VIl
Control SSF SSF Mit C Mit C AH- AH-
10d 21d 10d 21d CPVP | CPVP
10d 21d
Acantosis 0 4 6 6 6 2* 2*
Inflamacion 0 2mod | 2lev | 2mod | 1llev | 6lev** | 3lev**
4sev | 4mod | 4sev | 4 mod 3 mod**
1 sev
Necrosis 0 2 0 4 * 0 0 1
Granuloma 0 2 2 2 0 0 0
Colagena 0 llev | 6mod | 6mod | 6 mod | 6 lev** 6 lev**
4 mod
1 sev
Fibroblastos 0 2 4 2 3 0 2

*p<0.05 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS =+ Desviacion Estandar

** p<0.01 ANDEVA, TUKEY, KRUSKAL WALLIS =+ Desviacion Estandar

Cuadro 2. Muestra los hallazgos microscopicos observados al final del estudio
en cada grupo experimental.
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Gréfica 1. Cantidad de colagena formada al final del estudio en la cicatriz de
las cuerdas vocales de conejo tratadas con diferentes moduladores de la

cicatrizacion.



FIGURAS

Figura 1. Se observa: A) las cuerdas vocales previo al inicio de tratamiento, B)
la electrofulguracién de las mismas, C) muestra la manera en la que se aplic

el tratamiento y D) cuerdas vocales lesionadas después del tratamiento.



Figura 2. Endoscopia realizada al final del estudio en la que se observa la

cicatrizacion de la cuerdas vocales de acuerdo a su grupo de estudio: A) Grupo
SSF 10 dias, B) Grupo SSF 21 dias, C) Mitomicina C 10 dias, D) Grupo

Mitomicina C 21 dias, E) AH-CPVP 10 dias y F) AH-CPVP 21 dias.



Figura 3. Microfotografia de cuerda vocal control que muestra la arquitectura

normal de todas las capas de la cuerda vocal (H-e, 10X).



Figura 4. Microfotografia (H-e, 10x) que muestra el infiltrado inflamatorio y la

formacién de fibras de coldgena en los diferentes grupos de estudio. A) SSF 10
dias, B) SSF 21 dias, C) Mitomicina 10 dias, D) Mitomicina 21 dias, E) AH-

CPVP 10 dias, F)AH-CPVP 21 dias
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