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I. RESUMEN

INTRODUCCION

Las adherencias peritoneales son bandas de tejido fibroso con diverso grado de rigidez y firmeza, provocan la adhesién entre los 6rganos. Los
principales problemas clinicos asociados a las adherencias peritoneales son el dolor abdominal crénico (50%), obstruccion intestinal (49% a
74%) y la infertilidad (15% a 20 %). Se ha demostrado un aumento en las concentraciones de fibrina intraperitoneal en el proceso de
cicatrizacion de las serosas, siendo este el primer paso en la formacion de adherencias rigidas. Las cirugias abdominales, los procesos
infecciosos intraperitoneales favorecen el depdsito de multiples puentes de esta proteina. Se han disefiado en modelos animales estrategias para
prevenir y reducir de la fibrosis intraperitoneales mediante la aplicacion de farmacos. En la década de los 80°s se demostré el beneficio de la
aplicacion intraperitoneal de fibrinoliticos en modelos de rata como reductores en la formacion de adherencias. Sin embargo, ain no se ha
utilizado esta terapia en el campo clinico y existe preocupacion sobre su perfil de seguridad en humanos, ya que interfiere con los mecanismos
de hemostasia y cicatrizacion de las anastomosis o rafias; y mas aln si la terapia se aplica en posoperatorios tempranos (aplicacion en menos
de 24 hrs posterior a cirugia) existe preocupacion sobre su perfil de seguridad. Tampoco su conoce el efecto en la aplicacion tardia. Es por eso
que se realizd un estudio piloto experimental; en el que se compara el uso de fibrinoliticos en forma inmediata vs. aplicacion tardia
posquirurgica en el modelo de rata para adherencias peritoneales.

OBJETIVO: Observar el efecto sobre las adherencias peritoneales tras administrar tenecteplase (activador tisular del plasmindgeno aTP); en
forma temprana (efecto inmediato a la induccion de adherencias) contra la aplicacién tardia (méas de 21 dias post induccion); y valorar cual
momento de aplicacion cuente con mejor efectividad reduciendo la rigidez de las adherencias.

MATERIAL Y METODOS: Ensallo clinico controlado piloto. Lugar de estudio: Departamento de Cirugia experimental del Hospital
General de México. Poblacién: 30 ratas adulto macho (Wistar Albino del género Ratus Norvegicus). Peso rango de entre 400 a 450 grs. Se
dividieron en 3 grupos de 10 ratas cada uno. Se utiliz6 el modelo validado para induccién de adherencias mediante la aplicacién por via
intraperitoneal de talco estéril con 5ml de agua inyectable I al 20% (20grs/100ml). Asignando aleatoriamente el grupo 1 sélo recibe sol. salina
.9% por via intraperitoneal. Grupo 2 (grupo temprano), recibe a las 24 hrs. pos induccién de adherencias, Tenecteplasa a 5mg/kg. 1000 U por
via intraperitoneal. Grupo 3 (aplicacion tardia) Tenecteplasa a 5mg/kg. 1000 U por via intraperitoneal a los 21 dias postinduccion. Se
mantienen vivas las ratas bajo las mismas condiciones y regimenes de alimentacidn y se sacrifican todos los grupos a los 31 dias se midieron
en el mismo sitio de la cavidad peritoneal los parametros de firmeza utilizando el score Evans, el grado de inflamacion cuantificado en el
nimero de vasos y células gigantes multinucleadas por campo de gran aumento (40x), el grosor en milimetros de banda fibrosa depositada
desde el mesotelio visceral, asi como grado de colageno depositado mediante cuantificacion de colageno por tricromico de Masson, mediante el
histograma de pixeles. Se realizaron analisis para muestras independientes mediante andlisis estadistico pruebas paramétricas y no paramétricas.

RESULTADOS: 5 Ratas fueron eliminadas (grupo 1:1, grupo 2:3; grupo 3:1) Quedando los grupos con las siguiente poblacion Gpo 1:
9;Gpo2: 7 Gpo 3: 9. Existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0.034 IC del 97%), para la reduccién del score de Evans y una
disminucion en el grosor en milimetros en el tamafio de la banda fibrosa ( p< 0.0006 IC de 99%l), entre el grupo que recibi6 aTP versus el
grupo 1. Asi como una reduccion de menos del 70% de colageno depositado medido en la cantidad de pixeles de color azul en tinciones de
Tricrémico de Masson. En cuanto al nimero de vasos por campo como en el nimero de células gigantes multinucleadas no hubo una reduccion
estadisticamente significativa (p<:0.16 IC de 95%). La aplicacién de tenecteplase entre los grupos (temprano y tardio) en que se administro
muestran resultados muy similares en cuanto al score de Evans y en el grosor en milimetros de la banda fibrosa (p<:0.056) y en el depdsito de
colageno en el histograma .

CONCLUSION: En el presente estudio, los resultados obtenidos tanto en el analisis estadistico y en analisis digital mediante histograma de
pixeles; demuestran una tendencia en la reduccion en el nimero y la firmeza de las adherencias intraperitoneales entre el grupo con aplicacion
de fibrinoliticos. Comparando los grupos temprano vs. tardio se muestra una diferencia discreta a favor de la aplicacion tardia, ya que mostraron
menor grado de firmeza y grosor de banda fibrosa que se tendrd que dilucidar en estudios con muestras mayores. Los hallazgos muestran en el
modelo de rata el uso de tenecteplase produce resultados similares a los producidos al fibrinolitico alteplase que es el farmaco de referencia
utilizado por otros grupos.Se propone la realizacion en estudios con series mas grandes para evaluar seguridad.



I INTRODUCCION
MARCO TEORICO

Las adherencias peritoneales (AP) que ocasiona la unién anémala de una o varias visceras entre si pueden ser
adquiridas (adherencias posoperatorias) o congénitas (Bridas), con la pared abdominal 6 el epipldn. Las bridas en
general no se relacionan con patologia obstructiva, mientrasen la edad adulta que las adherencias adquiridas
frecuentemente estan asociadas con cuadros de oclusién intestinales.

El peritoneo es una capa de células mesoteliales que estan sobre de una membrana basal y a menudo hay una capa
de tejido conectivo entre ambas. La unidn entre las células mesoteliales y la membrana basal suele ser muy débil,
por lo que cualquier traumatismo puede lesionarla.

El interés clinico de las adherencias en cirugia general se deba a que son la primera causa de obstruccion del tubo
digestivo delgado superando el 50% de las causas (1,4).

Las AP se desarrollan después de cualquier cirugia abdominal como parte de un proceso de reparacién que ocurre
después de haberse dafiado el peritoneo. En las Gltimas dos décadas ha habido mucha investigacion para entender
los procesos bioquimicos y celulares que conduce a la formacién de adherencias. El balance temprano entre el
deposito de fibrina y la degradacion parece ser el factor critico en la formacion de adherencias (2,3,4). Aunque las
adherencias tienen efecto benéfico, también causan morbilidad significativa incluyendo la obstruccion del intestino
delgado (OID), infertilidad y aumento en la dificultad en las reparaciones quirlrgicas posteriores. Se han empleado
varias estrategias a lo largo de los afios para prevenir la formacion de adherencias sin intervenir con los procesos de
reparacion fisiol6gicos.

Se ha estimado que més del 93% de los pacientes sometidos a cirugia intraperitoenal de cualquier indole
desarrollaran AP (6). La extension en la formacion de estas varia de un paciente a otro, esta en relacion directa con
el tipo y magnitud de la cirugia realizada y la presencia o no de complicaciones posoperatorias. Otro factor
quirargico que ha demostrado contribuir a las AP son los cuerpos extrafios depositados de forma advertida o no
tales como materiales protéiscos, talco de guantes, tipos de sutura, cllculos biliares no extraidos (6).
Afortunadamente pocos pacientes desarrollan sintomatologia y solo un pequefio grupo de los pacientes que
desarrollan (Al) padeceran de alguna complicacion (9).

Dentro de la morbilidad las Al son la principal causa de obstruccidn del intestino delgado (OID) en un 65% 75% de
los casos (9). Aunque hay un amplio rango en el riesgo de debutar con OID en pacientes con antecedente de cirugia
previa dependiendo de las series de pacientes y de coémo fueron evaluados los procedimientos en el hemiabdomen
inferior principalmente los pélvicos cuentan con un riesgo més alto de desarrollo de OID por Al (9). Se ha estimado
que el riesgo para OID es de 1 al 10% para una apendicetomia mientras que para una colecistectomia abierta es de
6.5%y del 10 al 25% para una proctocolectomia (9).

La OID es probablemente la complicacion mas severa de las Al pero no es la Unica, la morbilidad no solo se
encuentra en la mecénica del intestino delgado. En la literatura ginecolégica se ha demostrado que las Al son la
causa mas importante de infertilidad por 15 a 20% de los casos (9). Y aunque controversial hay evidencia que
sugiere que puede ser una de las principales causas de dolor pélvico crénico. Para los pacientes con insuficiencia
renal crénica, las adherencias pueden hacer imposible la diélisis peritoneal y su presencia puede impedir el uso de
la quimioterapia intraperitoneal en aquellos pacientes que son candidatos para la misma (6,9). Para los cirujanos
generales, la presencia de adherencias a menudo hace dificil la cirugia reoperativa y puede incrementar la tasa de
complicaciones del procedimiento quirdrgico intentado (9). En la actual era de la cirugia laparoscdpica avanzada,
las adherencias han tomado una significacién alin méas grande, haciendo frecuentemente mas dificiles los abordajes
laparoscopicos y, en algunos casos, enteramente imposible (26). Aln con la cirugia reoperativa abierta, una extensa
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adhesiolisis es frecuentemente necesaria para asegurar una exposicién adecuada, no resultando infrecuentemente en
prolongados tiempos operatorios, pérdida incrementada de sangre y otras complicaciones. La enterotomia
inadvertida es probablemente la complicacion mejor conocida de la adhesiolisis, con una incidencia de
aproximadamente 20% en la cirugia reoperativa (9). Estos casos resultan en pobres resultados para los pacientes,
con hospitalizacién prolongada y una més alta incidencia de admisiones a la unidad de cuidados intensivos (9).

La relacion entre las adherencias postoperatorias y la obstruccion intestinal no es un concepto nuevo. En 1872,
Thomas Bryant describi6 un caso fatal de obstruccion intestinal causado por adherencias intraabdominales que se
desarrollaron después de la remocién de un tumor ovérico. Desde el reporte de Bryant, una cantidad significativa de
tiempo y dinero ha sido invertida en la investigacion de las adherencias intraabdominales, con un enfoque primario
sobre el desarrollo de métodos para prevenir su formacién. A pesar del trabajo substancial en esta &rea, se ha hecho
poco progreso; al presente, no existe un estdndar clinico para ninguna medida preventiva, sea quirdrgica o
farmacoldgica, para controlar la formacién de adherencias postoperatorias (4)

FISIOPATOLOGIA

La cicatrizacion de una herida peritoneal difiere de la de la piel tanto en el modo de epitelizacion como en las
consecuencias del depoésito de fibrina. Para comprender cémo responde el peritoneo a la lesion, se requiere algun
conocimiento basico sobre su estructura. El peritoneo consiste en una Unica capa externa de células mesoteliales
que estan ancladas laxamente a una membrana basal y que se separa rapidamente aun con el menor trauma (1,14).

La capa submesotelial consiste en componentes de la matriz extracelular, junto con capilares y linfaticos. La
reabsorcién de liquidos y la difusién ocurren libremente a través de estas capas (21). El liquido en la cavidad
peritoneal contiene varios tipos diferentes de células, incluyendo leucocitos y macréfagos.

Estas células, junto con el mesotelio, secretan varios mediadores celulares que tienen roles en la curacion
peritoneal, permitiendo la modulacién de la respuesta inflamatoria sobre una gran &rea de superficie(21).

El proceso de formacion de adherencias postoperatorias constituye una interaccion compleja de eventos
bioguimicos involucrados en la inflamacion, reparacion tisular, angiogénesis e inervacion (28). La lesion peritoneal
ocurre en el sitio del procedimiento actual y en &reas remotas del campo operatorio, como resultado de la retraccion
de 6rganos y tejidos durante el curso de la cirugia (1). El trauma quirdrgico del peritoneo puede ocurrir por varios
mecanismos: corte, abrasion, isquemia, desecacion y coagulacién (4) Los ultimos 2 tipos de lesiones son Unicos, en
el sentido de que son directamente téxicos para las células mesoteliales que tapizan la cavidad peritoneal y el tejido
conectivo subyacente. La lesion isquémica es tipicamente el resultado de la retraccion de los 6rganos y tejidos. A
pesar del mecanismo, sin embargo, la respuesta del peritoneo al trauma quirdrgico es la misma (9). Inmediatamente
después de la lesion existe sangrado y un aumento de la permeabilidad vascular con pérdida de liquidos en las
superficies lesionadas (9). Simultaneamente, ocurre una respuesta inflamatoria postraumaética con infiltracion de
celulas inflamatorias, liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y activacion del complemento y de las cascadas de
coagulacién(25,27).

El exudado liquido liberado de las superficies peritoneales lesionadas es rico en proteinas plasmaticas —
especialmente fibrindgeno (4,27). La activacion de la cascada de la coagulacion resulta en la formacion de
trombina, que es necesaria para la conversion del fibrinégeno en fibrina (27). La fibrina actla restaurando el tejido
lesionado vy, una vez generada, es depositada a lo largo de las superficies peritoneales. La fibrina es una sustancia
pegajosa y causa la adherencia de los 6rganos o de las superficies serosas lesionadas para fusionarse (27). Bajo
circunstancias normales, la formacion de una matriz de fibrina durante la curacién de una herida es sélo temporal y
la degradacidn de estas tenues adherencias fibrinosas por proteasas liberadas localmente por el sistema fibrinolitico
ocurre dentro de las 72 horas de la lesion (1). Por lo tanto, el proceso de fibrinolisis no estd confinado a la
degradacion de los trombos intravasculares; también tiene un papel clave en la remodelacién y reparacion tisular
(25). La fibrinolisis permite que las células mesoteliales proliferen y que el defecto peritoneal sea restaurado dentro
de los 4 a 5 dias, previniendo la fijacién permanente de las superficies adyacentes (2,29). El flujo sanguineo
adecuado es critico para la fibrinolisis y dado que la injuria peritoneal resulta en isquemia, esto también interfiere
con la fibrinolisis (6). Si la fibrinolisis no ocurre dentro de los 5 a 7 dias de la injuria peritoneal, o si la actividad
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fibrinolitica local esta reducida, la matriz de fibrina persiste (25). Si esto ocurre, la matriz temporaria de fibrina
gradualmente se torna mé&s organizada a medida que los fibroblastos secretantes de coldgeno y otras células
reparadoras infiltran la matriz (4). La organizacién con el tiempo de las bandas de fibrina y su transformacién en
adherencias fibrosas maduras es lo que les permite persistir (2). Estas adherencias “maduras” no estan compuestas
simplemente de tejido conectivo; los estudios han demostrado que, con el tiempo, se vuelven estructuras celulares
altamente organizadas que contienen arteriolas, vénulas, capilares y fibras nerviosas, ademas de coladgeno (30).

Como fue descrito previamente, el sistema fibrinolitico tiene un rol clave en la cicatrizacion de la herida peritoneal
y la disrupcidn de este sistema resulta en la formacion de adherencias. Ademas de los activadores de la fibrinolisis,
también hay inhibidores que existen para mantener el balance en el sistema (esto es, para prevenir el excesivo
deposito y degradacion de fibrina). Hay 2 activadores mayores en el sistema fibrinolitico: el activador tisular del
plasmindgeno (tAP) y el activador tipo uroquina del plasminégeno (UAP), ambos capaces de activar el
plasmindgeno es plasmina. La plasmina es una proteasa de amplio rango capaz de degradar varias moléculas en la
matriz extracelular (MEC), incluyendo la fibrina (21,25). De los 2 activadores del plasmindgeno, el tAP es el més
importante en la curacion de la herida peritoneal porque tiene una afinidad especifica por la fibrina que el uAP no
presenta; es responsable por el 95% de la plasmina generada en la respuesta a la injuria peritoneal (30). También
hay un grupo de glucoproteinas que acttan como inhibidores de la fibrinolisis y que son colectivamente
denominadas como inhibidores del activador del plasminégeno (IAP).

Existen 2 grupos de IAP: el IAP-1y el IAP-2. Sin embargo, el IAP-1 es reconocido como el inhibidor dominante de
la fibrinolisis en el plasma (25). EI IAP-1 previene especificamente la formacion de plasmina vinculdndose
directamente e inhibiendo las actividades del tAP y uAP, previniendo la degradacion de la fibrina (21).

En 1983, Moore y col. (4) demostraron que el peritoneo tiene una capacidad fibrinolitica y de coagulacion
poderosa. Como se ha discutido arriba, bajo circunstancias normales (por ejemplo, en una cavidad abdominal no
alterada), la capacidad fibrinolitica excede a la de coagulacion. Estudios adicionales han demostrado que, en
condiciones en las que existe una injuria peritoneal, isquemia relativa, o ambas (como, por ejemplo, cuando un
paciente tiene peritonitis o es sometido a una cirugia), la capacidad fibrinolitica esti deprimida (1) y la relacién
entre fibrinolisis y coagulacién se invierte.

Ademas, la reduccidn de la fibrinolisis peritoneal después de una operacion parece estar inversamente relacionada
con el grado de formacién de adherencias. Dado estos hallazgos, se considera que la declinacién de la capacidad
fibrinolitica peritoneal después de la cirugia es la via central comdn que conduce a la formacién de adherencias.

Tanto los estudios en animales como en humanos mostraron que 2 cambios mayores median en la declinacion de la
fibrinolisis: una disminucién de la actividad local del tAP (25) y un aumento del IAP-1, local y sistémico (25). La
razén para la disminucion de la actividad del tAP parece ser doble: una reduccion en la cantidad absoluta de
liberacidn de tAP por el peritoneo lesionado y el resultado del apagamiento de cualquier actividad remanente del
tAP por parte del 1AP-1 (25,27). La importancia del tAP y del 1AP-1 en la formacién de las adherencias es
adicionalmente apoyada por estudios en los que se descubri6 que pacientes con las mas graves adherencias tienen
una actividad del 1AP-1 sobreexpresada y una actividad del tAP deprimida. Ademés, después de la cirugia, el tAP
de los ratones parece ser méas susceptible a la formacién de adherencias en comparacion con la deficiencia de uAP
de los ratones de tipo salvaje (2). Aunque los eventos moleculares y bioquimicos especificos que median el cambio
de la actividad fibrinolitica no han sido aun totalmente elucidados, parece que las citoquinas, factores de
crecimiento y factores de angiogénesis, todos los cuales son liberados por los macrdfagos activados y otras células
inflamatorias en respuesta a la injuria peritoneal, pueden tener roles importantes en la regulacién de este cambio.

La elucidacién del rol de los mediadores inflamatorios en la formacion de adherencias se ha vuelto el foco principal
de la investigacién actual en esta area. Es sabido que citoquinas y factores de crecimiento especificos son
responsables por la sobreregulacion de la expresion de genes cuyos productos pueden ayudar a iniciar la formacion
de adherencias, probablemente por medio de la coordinacién de los eventos responsables por la declinacién de la
fibrinolisis (25). Los ejemplos incluyen genes para el receptor de la neurokinina-1 (NK-1), factor de crecimiento
transformante beta (FCT-R), sustancia P (SP), molécula de adhesidn intracelular (MAIC-1) y molécula de adhesién
de células vasculares (MACV-1). Un incremento en los noveles del ARNm transcripto de cada uno de estos genes
ha sido hallado tempranamente en el tejido peritoneal de ratas después de trauma quirdrgico [28].
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El FCT-R es la citoquina més completamente estudiada en la formacion de adherencias (25). La FCT-B es una
potente citoquina y factor de crecimiento que inicia, modula y termina la reparacién tisular y ambos, el FCT-R y su
receptor estan elevados en el tejido y liquido peritoneal después de una cirugia transperitoneal. Estudios in vitro
sugieren que el FCT-R contribuye a la disminucion en la capacidad fibrinolitica peritoneal y puede tener un papel
en la prevencion de la disolucion temprana de las adherencias fibrinosas. La evidencia in vivo para un rol del FCT-
B en la promocion de la formacioén de adherencias viene de estudios usando un modelo animal de adherencias
quirdrgicamente inducidas, en donde a los animales se les dio ya sea FCT-R intraperitoneal recombinante o placebo,
al momento de la laparotomia. Los animales que recibieron FCT-B tenian significativamente més adherencias que
el grupo control cuando se reexaminaron varios dias después. Similarmente, en un estudio separado, los animales
tratados con anticuerpo neutralizante del FCT- tenfan una formacion de adherencias reducida después de la
cirugia, comparados con los controles. EI mecanismo exacto a través del cual el FCT- media esta respuesta no es
conocido; sin embargo, estudios recientes sugieren que puede involucrar la regulacion local del 1AP-1 (40).

Varias interleuquinas pro-inflamatorias han sido estudiadas por su papel potencial en la formacién de adherencias.
Aunque el rol de muchas de esas interleuquinas no ha sido ain definido, el papel de la interleuquina-1 (IL-1) en la
fisiopatologia de la formacién de adherencias se est4 tornando mas claro. Los estudios han sugerido que, ademas de
promover la inflamacion y la coagulacién primaria, la IL-1 también contribuye en la disminucion global en la
capacidad fibrinolitica local que es necesaria para que las adherencias se formen.

El nivel aumentado de IL-1b que ha sido medido en el liquido peritoneal postoperatoriamente apoya una accion
local para esta sustancia en la cavidad peritoneal. In vivo, se ha hallado que IL-1R estimula la liberacién de 1AP-1
en las células mesoteliales humanas, sugiriendo que puede jugar un papel en la inhibicién local de la degradacién
de la fibrina. Un apoyo adicional para este papel de promover la formacién de adherencias e iniciar la reparacion
tisular proviene de un estudio en el cual ratas tratadas con una preparacion anti-IL-1 desarrollaron
significativamente menos adherencias quirdrgicamente inducidas que lo que hicieron los controles (25).

Recientemente, la sustancia P (SP) ha recibido atencion con respecto a su rol en la formacion de adherencias. La SP
es un neuropéptido que pertenece a la familia de péptidos de las taquiquininas a la que también pertenecen los
receptores NK. La SP puede ser hallada en distintas localizaciones, incluyendo el liquido peritoneal, y tiene muchos
efectos bioldgicos — la mayoria de los cuales involucra la mediacién de la reaccion inflamatoria (28). Mediante un
enlace de alta afinidad con el receptor NK-1, se ha demostrado que la SP afecta la expresion de las moléculas de
adherencia intracelular (MAIC-1 y MACV-1) y de FTC-RB en varios tipos de células, todos los cuales también han
mostrado tener un rol en la formacion de adherencias (28). Apoyo adicional para el papel de SP en la formacion de
adherencias proviene de la presencia de neuronas conteniendo sensores SP en las adherencias peritoneales [19,28] y
estudios animales con endopeptidasa neural en ratones. La endopeptidasa neural es una enzima celular de superficie
que degrada a la SP y los ratones que carecen de esta enzima desarrollan adherencias intraabdominales més
rdpidamente que su contraparte de tipo salvaje. Dado estos hallazgos, es probable que la SP juegue un papel central
en la coordinacion de la patogénesis de la formacidon de adherencias; ulterior investigacion es requerida.

En relacion con el papel para el receptor NK-1 (NK-1R) en la formacién de adherencias, los experimentos iniciales
de Reed y col. (28) demostraron que hay un aumento significativo en los niveles del ARNm tanto para le NK-1R
como para la SP en el tejido de adherencias peritoneales a los 3 dias después de la cirugia. Experimentos
adicionales mostraron que la administracion de un antagonista del NK-1R (NK-1RA) bloquea la unién de SP con
NK-1, dando apoyo adicional al papel tanto de SP como de NK-1 en la formacion de adherencias. La evidencia de
que SP y NK-1 afectan especificamente la fibrinolisis proviene del mismo estudio, en donde las muestras
peritoneales fueron recogidas de controles no operados y de grupos de animales de experimento (aquellos que
recibieron NK-1RA o placebo) 24 horas después de la cirugia. Estos investigadores hallaron que la administracion
de NK-1RA conduce a un aumento significativo en la expresion del ARNm para el tAP tanto en tejido como
liquido peritoneal, en comparacion con los controles operados y no operados. Con el uso de la zimografia, los
investigadores encontraron que la actividad fibrinolitica también estaba aumentada en las muestras
correspondientes tisulares.
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Estrategias_preventivas

El objetivo en la prevencién de las adherencias es abolir o disminuir la incidencia, severidad, extension y
consecuencias de las mismas mientras se mantiene la cicatrizacion normal y se previene la infeccién (4).

A través de los afios, varias estrategias para prevenir la formacion de adherencias postoperatorias han sido
propuestas, basado en lo que se habia aprendido sobre la fisiopatologia subyacente. Desafortunadamente, aunque
numerosas estrategias diferentes han sido evaluadas, pocas han sido exitosas y algunas incluso han sido
perjudiciales. En la actualidad, no hay medios para prevenir completamente la formacion de adherencias
postoperatorias. El inico método disponible para tratar las adherencias que ya se han formado es la adherenciolisis
quirdrgica.

La lisis de las adherencias tipicamente es realizada s6lo en los pacientes que desarrollan complicaciones por las
mismas, tales como un OID, dolor o infertilidad, dado que la mayoria de las adherencias que son removidas
quirargicamente simplemente se volverdn a formar (12,24). La adhesion estricta a una técnica quirdrgica
meticulosa ha sido invocada por muchos afios por los cirujanos y los textos de cirugia como una manera de reducir
la formacién de adherencias después de la cirugia transperitoneal (4). Aunque tales esfuerzos raramente previenen
las adherencias en la mayoria de los pacientes, el principio de una buena técnica quirdrgica para disminuir la lesion
del peritoneo no deberia ser descontado, debido a que dichas practicas podrian también influir sobre el riesgo de
desarrollar complicaciones asociadas con los procedimientos quirdrgicos (6).

Las medidas que han sido descritas e invocadas para disminuir la formacién de adherencias incluyen minimizar la
exposicion del peritoneo a cuerpos extrafios (por ejemplo, utilizando material de sutura s6lo cuando sea necesario,
eliminando el talco de los guantes mediante lavado de los mismos antes de la cirugia), manejo cuidadoso de los
tejidos, del uso del electrobisturi y de los separadores, asegurar una hemostasia cuidadosa evitando la desecacion y
la isquemia, administracion de profilaxis contra la infeccion y evitar el uso de liquidos de lavado muy calientes.

Dado que la adhesion estricta a una cirugia cuidadosa no elimina o previene la formacién de adherencias, hay
algunos adyuvantes quirdrgicos que han sido desarrollados y evaluados con el propésito de disminuir la formacién
de adherencias postquirargicas. Una discusién en profundidad de cada uno de esos agentes estad mas all4 de la mira
de esta revision; por lo tanto, se brindaré una vision general de los mismos.

Hay 6 mecanismos principales que interfieren con la formacion de adherencias:

a) aquellos que disminuyen el dafio peritoneal; b) aquellos que disminuyen la respuesta inflamatoria inicial; c)
aquellos que previenen la formacion de fibrina; d) aquellos que aumentan la fibrinolisis; e) aquellos que previenen
el deposito de coldgeno y f) aquellos que actian como barreras para la formacién de adherencias.

Los agentes que mayormente actlan directamente en la reduccién de las adherencias lo hacen disminuyendo la
deposicion de fibrina, que es absolutamente necesaria para que ocurra la formacion de adherencias. Estos agentes
incluyen drogas antiinflamatorias no esteroides (AINESs), que interfieren con la sintesis de prostaglandinas y
disminuyen la respuesta inflamatoria inicial y los anticoagulantes tales como la heparina. Los resultados de los
estudios usando AINEs han sido conflictivos en términos de su efectividad en reducir las adherencias (12,13) y su
uso es controvertido debido al riesgo de sangrado. Los inmunomoduladores, tales como los corticosteroides,
también han sido probados para su habilidad en prevenir las adherencias (4), pero se ha hallado que su efectividad
es equivoca 4) 0 incluso deletérea en algunos estudios (4).

Una vez que la fibrina es formada, otro método para prevenir las adherencias es eliminar la fibrina, usualmente
mediante degradacion enzimética (6). Ejemplos de agentes que degradan la fibrina son la estreptoquinasa y los
activadores sintéticos del plasmindgeno tisular.
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Desafortunadamente, aunque en los modelos animales ha sido exitoso en la reduccién de la formacion de
adherencias, el uso de activador recombinante del plasmindgeno tisular (rtAP) es limitado, no s6lo por el costo
significativo y la administracion intraperitoneal que es requerida, sino también por el riesgo que existe de
hemorragia.

El grupo més promisorio de agentes a ser evaluados para su efectividad en disminuir las adherencias inducidas
quirdrgicamente, es conocido como barreras. Las barreras existen en la forma de una membrana o un gel y actdan
para separar las superficies peritoneales dafiadas o lesionadas que pueden ser un riesgo para las adherencias. Estos
agentes ejercen sus efectos localmente, en el sitio especifico en donde son aplicados y no tienen efecto en areas
remotas en la cavidad peritoneal. Una barrera ideal ain no existe; sin embargo, en la creacion de la misma debe
tenerse presente las siguientes caracteristicas: antiadhesiva, biocompatible, reabsorbible, adherente a la superficie
traumatizada, efectiva sobre una superficie rezumante, aplicable a través del laparoscépio y barata.

La primera barrera en demostrar eficacia en los humanos estd compuesta de celulosa oxidada regenerada
modificada y es conocida como Interceed (Jonson & Jonson, New Brunswick, NJ (23). Aunque los estudios han
hallado que es exitosa en reducir la formacién de adherencias en procedimientos ginecol6gicos, su uso en
procedimientos de cirugia general no es conocido. Ademas, se ha sugerido que la eficacia del Interceed esti
reducida significativamente en presencia de sangre. En efecto, se ha observado que la formacién de adherencias
puede, de hecho, aumentar, si la barrera de Interceed es colocada en &reas en donde la acumulacién de sangre no
puede prevenirse (por ejemplo, la pelvis), haciendo menos aceptable su uso.

El estudio de la fisiopatologia de las adherencias peritoneales es alin campo abierto, no se ha desarrollado suficiente
investigacién que permita una adecuada comprension de todos los fendmenos biolégicos que se producen como
respuesta a la agresion del peritoneo.

Durante la reparacién normal la fibrina es degradada principalmente por la proteasa fibrinolitica plasmina, que se
deriva del plasmin6geno activada por la accion de dos activadores del plasmindgeno el activador del plasminégeno
de tipo tisular y el activador del plasmindgeno tipo urocinasa. El efecto de la actividad quirdrgica, la peritonitis, asi
y la reaccion a cuerpo extrafio reduce las concentraciones intraperitoneales del plasminogeno peritoneal y generan
asi como incrementos subsecuentes de él inhibidor del activador del plasminégeno 1(IAP-1), de diversas citocinas
IL-1 e IL 6 asi como TNF alfa (5).
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Dafo de la serosa

Exudacién de fibrina

(Maximo 24 horas) Inhibicién de la Fibrinolisis Sintesis de colagena
Adherencias de superficies —m Proceso inflamatorio con migracién —s Formacién de
laxas de fibroblastos y desarrollo adherencias firmes
de angiogénesis permanentes
(lra. semana) (2da. semana)

Fibrinolisis

Reabsorcidn

alrededor de 5 dias

¥ 1

No se forman adherencias Adherencias firmes

Flg: 1.1 Fisiopatologia Formacidn de adherencias. Tomada y traducida de Luisa ; Methods in Molecular Medicine, vol. 78:
Wound Healing: Methods and Protocols

Holmdahl e Ivarsson (25) han sugerido que le inhabilidad para descubrir maneras efectivas de reducir o abolir la
formacion de adherencias a través de los afios ha sido debida a la falta de entendimiento de los principios béasicos de
la reparacion del tejido peritoneal. S6lo en los dltimos 15 a 20 afios los investigadores han comenzado a
desenmarafiar las complejidades de estos procesos, que involucran varios tipos diferentes de células, citoquinas,
factores de la coagulacion y proteasas, actuando todos juntos para restaurar la integridad del tejido (25). Aunque
nuestro entendimiento esté lejos de ser completo, los estudios sobre la formacion de adherencias han determinado,
hasta el momento, lo que se considera el mecanismo fisiopatolégico central que conduce al desarrollo de las
adherencias (24,26). Esto sera discutido mas abajo. Si las estrategias efectivas de prevencion y tratamiento van a ser
desarrolladas, un entendimiento mas comprehensivo de este proceso, tanto a nivel celular como molecular, asi
como la identificacion de los mediadores inflamatorios involucrados, es esencial. La clave para la prevencion de las
adherencias postoperatorias muy probablemente se basard en la inhibicion selectiva de uno o mas de los factores
criticos requeridos para su formacién.

3. MODELOS DE ADHERENCIAS EN RATA

Existen diferentes modelos de adherencia en rata para valorar la efectividad de las terapias que reduzcan la
formacion de conexiones fibrosis rigidas entre estas se encuentran descritas (30,31):

1- Escicion peritoneal.

2- Abrasion de la serosa mediante despulimiento mecanico del peritoneo. Util para evaluar en segmentos
localizados de areas expuestas al retiro de la serosa.

3- Electrofulguracién de la serosa. Mismas caracteristicas que la abrasion mecanica, se ha demostrado que es
menor la induccion de tejido conectivo.

4- Modelo de ligadura y cribado del ciego. Modelo que simula el fenémeno de sepsis peritoneal mediante
ligadura del ciego a unos centimetros adyacente a la valvula de la rata con la consecuente cribado con
jeringa de insulina en 6 distintos sitios en el borde antimesenterico , simula una sepsis peritoneal al
presentar fuga de material intestial y potente formacién de adherencias
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5-  Aplicacion de cuerpo extrafios (talco, Escresantes etc.). Modelo empleado en nuestro estudio el silicato de
magnesio (talco), es capaz de producir una potente reaccién inflamatoria con el consecuente depoésito de
tejido conectivo, este modelo es facil de reproducir con resultados muy similares en los modelos de
implementacién de adherencias, puede realizarse mediante puncién con aguja o con laparotomia mediana
y aplicacién directa sobre la serosa. 30. El uso de talco estéril como potente inductor de adherencias el
pico maximo tanto de depésito de colégeno es apartir de los 14 y los 28 dias postexposicion la aplicacion
(30). En nuestro estudio piloto se llevé a cabo la aplicacion mas alld de los 21 y se medira su efecto asi
como compararlo con el grupo estandar (temprano), por el momento no existe efecto reportado en la
literatura en la disminucién de adherencias en rata a mas de 21 dias de exposicion al talco.(20)
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Fig. 2. Histological assessment of peritoneal comnective-tissue deposition. Repre-—
sentative Masson s trichrome —stained abdominal wall tissue obtained 132 d after
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Murimne Model of Peritoneal Adhesion Formatiomn

Andrewv E. Jahoda, Mary Kay Olson, and Elizabeth J. Kovacs

Fig. 1.2 Esquema de medicion utilizada para cuantificar depdsito de adherencias corte transversal sobre pared abdominal y
banda fibrosa elevada sobre la capa mesotelia extraida de Andrew E. Mehods and protocols Vol. 11 pag 147.

CLASIFICACION DE EVANS
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Macroscopic classification of adhesions described by
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Smooth adhesions splitting spontanesously or with weak traction
Firm adhesions splitting by traction

Drense adhesions requiring sharp dissecton

Wb D

Ewvears Dy WL, MoAees E., Darmer P oer @l Dose dependency' arid
wound healing aspects of the use of tissue plasminogen activator in
the prevention of intra-asbdominal adhesions. Am J Surg. 1553,
1G5 - 220-2332

Fig. 1.3 del texto original Escala propuesta por Evans 1993
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ESTUDIOS CLINICOS EN LOS CUALES SE DEMOSTRO EL USO DE FIBRINOLITICOS EN LA
REDUCCION DE ADHERENCIAS

Se encuentra demostrado el beneficio en la reduccién de adherencias mediante la aplicacién de fibrinoliticos en
estudios experimentales (2,3,4,5,10,12,13,14).de los cuales se utiliza alteplasa como principal fibrinolitico del tipo
activador tisular del plasmindgeno. En la mayoria de estos estudios utilizan diferentes modelos en rata ya sea
mediante la aplicacion de talco estéril (10), o mediante la técnica de ligadura y abrasion del ciego (4). En todos
estos autores tales Topal et al (p:0.01) Vipond et al (p=0.001), Risberg et al (p=0.04) y Dunn et al han encontrado
diferencias estadisticamenta significativas en la reduccion de adherencias medidas de forma distintas las maltiples
variables que conforman el fenémeno de la cicatrizacion peritoneal y formacion de adherencias.

MECANISMO DE ACCION DE TENECTEPLASE

Activador tisular del plasmindgeno recombinante humano, una glucoproteina que activa el plasmindgeno
directamente a plasmina. Cuando se administra por via endovenosa, el alteplasa permanece relativamente inactivo
en el sistema circulatorio. Una vez unido a la fibrina, se activa induciendo la conversion de plasmindgeno a
plasmina, conduciendo a la disolucion del codgulo de fibrina.

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION DE TENECTEPLASE

Cada frasco ampula con liofilizado contiene:
Tenecteplasa............ 50 mg (10,000 U)
Excipiente, c.s.

Cada jeringa con diluyente contiene:

Agua inyectable 10 ml. La solucién reconstituida contiene 1,000 unidades
(5 mg) de tenecteplasa por ml.

La potencia de tenecteplasa se expresa en unidades (U) utilizando un estdndar de referencia, el cual es especifico
para tenecteplasa y no es comparable con las unidades utilizadas para otros agentes tromboliticos.

FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

Tenecteplasa es una glucoproteina recombinante activadora del plasminégeno.

Administrada via intravenosa y tras su catabolismo a pequefios péptidos, es aclarada de la circulacién general por
su union a receptores especificos hepéticos.

En comparacién con el Activador tisular del plasmindgeno (t-PA) enddgeno, su unién a éstos es escasa, dando
como resultado una prolongada vida media. El higado es el principal érgano donde se distribuye. La vida media
inicial es de 24 +/- 5.5 min (promedio +/- desviacion estandar), la que es 5 veces més prolongada que la del t-PA
enddgeno. La vida media terminal es de 129 +/- 87 minutos y su aclaramiento plasmatico es de 119 +/- 49 ml/min.

(tenecteplasa) es un activador del plasminégeno recombinante especifico de la fibrina y es derivado del t-PA
endogeno por modificacion de tres sitios de su estructura proteica. Se une a los componentes de fibrina en los
trombos y convierte selectivamente al plasmindgeno en plasmina, la cual degrada la matriz de fibrina de dichos
trombos. Respecto al t-PA end6geno METALY SE* (tenecteplasa) posee alta especificidad por la fibrina asi como
gran resistencia a la inactivacion por los inhibidores endégenos (PAI-1).

Después de su administracion, se puede observar un consumo dosis-dependiente de alfa-2-antiplasmina y un
incremento de los niveles sistémicos de plasmina debido a la activacién del plasmindgeno.
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-Métodos para evaluacién de adherencias peritoneales.

Distintos métodos han sido usados para la evaluacion en la formacién de adherencias en cavidad peritoneal. De los
cuales el modelo de experimentacién en rata es el m&s ampliamente usado asi como la respuesta bioldgica a las
distintas terapias con la finalidad de disminuir la formacion de estas adherencias (19)

Dos formas importantes de evaluacion de las adherencias las cuales son la inspeccidn macroscopica y puntaje el
grado de adherencias presentes , la cuantificacion de el grosor de tejido conectivo depositado en la superficie
luminal de la pared abdominal, el Gltimo método es mas preciso en la evaluacién y objetivo en la medicién ya que
puede introducir métodos méas reproducibles, adicionalmente métodos histolégicos ofrecen al investigador la
oportunidad de evaluar otros pardmetros como la celularidad la cual es un reflejo de la infiltracion como resultado
de la respuesta inflamatoria montada y el segundo es la vascularidad resultado del proceso de neovascularizacion
presente en la respuesta a el trauma.

Los modelos mé&s representativos y usados en la evaluacion de adherencias y respuesta a la terapia in vivo
corresponde a el modelo de animal de rata. En este modelo se pueden reproducir usando la técnica de inyeccion
intraperitoneal de talco estéril (silicato de magnesio anhidroso) en forma intraperitoneal, ya que ha demostrado
induce inflamacién y depdsito de tejido conectivo (17).

Inflamacién granulomatosa

Es un patrén caracteristico de inflamacion crénica que s6lo se encuentra en algunos casos bien definidos de
inflamacion crénica. Un granuloma es un intento celular de aislar un cuerpo extrafio que no puede ser fagocitado.
Normalmente se produce una fuerte activaciéon de linfocitos T, que induce a su vez la activacion intensa de los
macréfagos. Como resultado de esta activacion, se producen los granulomas, que son focos de inflamacidn cronica,
en los que el agente patégeno esta en el centro, rodeado por macré6fagos transformados en células pseudo-
epiteliales, rodeados por leucocitos mononucleares, sobre todo linfocitos y en ocasiones células plasmaético.

CONOCIMIENTO Y CAMPOS DE INVESTIGACION EN ADERENCIAS PERITONEALES.

-Existe beneficio en la aplicacion intraperitoneal de los fibrinoliticos en modelos de experimentacion como
profilaxis en la adherenciogénesis, tanto macroscopico como microscopico.

-La mayoria de los estudios no mostraron aumento en el indice de hemorragias o complicaciones en la
cicatrizacion de la pared abdominal.

-No se ha establecido un consenso en la dosis en modelos de experimentacién asi como la cuantificacion exacta de su beneficio
a 'y su comprobacion a nivel histolégico.

- El beneficio terapéutico con fibrinoliticos se ha demostrado con el uso de alteplase sin embargo no hay estudios
con el uso de tenecteplase el cual es de la misma familia que alteplase, posee el mismo mecanismo de accién sin embargo
cuenta con bioequivalencia distinta.

-Hasta el momento es controversial si el tiempo de aplicacion del fibrinolitico (si es en postquirdrgico inmediato como
profiléctico o el beneficio en adherencias ya formadas o aplicacién tardia) y el tiempo de duracién de la terapia. Por lo
tanto hay falta de estudios usando el tiempo como variable.

-Falta de estudios en animales en los que se compare los beneficios de la terapia con otros modelos de experimentacion de
adherencias (ya que la mayoria han sido realizados en el modelo de abrasién y lesién térmica y no en otros modelos como en el
de sepsis con ligadura y puncion de el ciego o0 aplicacion de cuerpo extrafio en los que se fuerza una mayor respuesta
inflamatoria y cicatrizal).
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Fisiopatologia de la formacion de
adherencias
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Figl.4 Se muestra la cascada de eventos en formacidn de adherencias y el paso limitante con el uso de fibrinoliticos
para inhibicién de adherencias.
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V. JUSTIFICACION

Por lo revisado en la literatura con respecto al tema y los resultados reportados por distintos autores se presenta las siguientes
cuestiones las cuales justifican el desarrollo de nuestro estudio:

-Falta de estudios que comparen el uso especifico de tenecteplase como reductor en la formaciéon de  adherencias.

-No existen estudios que usen tenecteplasa en su lugar alteplasa (de la misma familia y con el mismo mecanismo de
accionpero diferente bioequivalencia); por los antecedentes previos antes referidos en los cuales alteplasa (que es de la misma
familia de medicamento que tenecteplase con el mismo principio activo y mecanismo de accién) ha demostrado beneficio. Se
estima que tenecteplasa también reduciré la formacion de adherencias con la misma intensidad que alteplasa (Score de Evans y
variables dependientes microscopicas).

- No hay estudios experimentales que comparen el uso en diferentes momentos en el tiempo, como la aplicacion temprana y la
tardia que se muestran en el siguiente estudio piloto.
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INVESTIGACION

Las adherencias posoperatorias son un problema clinico importante se realizé un estudio para comparar el efecto de tenecteplase con
aplicacion intraperitoneal a las 24 hrs. y 21 dias tras generar el estimulo inflamatorio para la formacion de adherencias
intraperitoneales, mediante el modelo de aplicacion de aplicacion intraperitoneal de talco estéril para la produccion de adherencias el
cual es bien conocido su efecto como formador de adherencias se evaluara los resultados en modelo animal en rata.

1V. OBJETIVO
General:

Observar el efecto de tenecteplase (activador tisular del plasmindgeno aTP) aplicado por via intrapeirotneal a las 24 horas y 21 dias en el modelo
de roedor de produccion de adherencias mediante la aplicacién intraperitoneal de talco estéril.

Especificos:

-Observar el efecto que tiene tenecteplasa como fibrinolitico aplicado intraperitoneal en la inhibicién de formacién de adherencias
intrabdominales vs. Resultados obtenidos en la literatura con el uso de alteplase.

-Observar el efecto de tenecteplasa intraperitoneal sobre la disminucion del score de Evans en cada uno de los grupos de estudio en
los que se uso esta terapia.

-Observar el efecto de tenecteplasa intraperitoneal sobre la disminucidn en milimetros del tamafio de la banda fibrosa.

-Observar el efecto de tenecteplasa por via intraperitoneal sobre la disminucidon en la vascularidad de la fibrosis en cada uno de los
grupos de estudio.

-Observar el efecto que tendra tenecteplasa intraperitoneal sobre la disminucidon en el nimero de macrofagos contenidos en la fibrosis
peritoneal.

-Describir efectos adversos de estos medicamentos sobre el grupo bioldgico en estudio.

V. HIPOTESIS

Si la aplicacion intraperitoneal de tenecteplasa aplicada a las 24 del estimulo formador de adherencias intraperitoneales, afectando
las caracteristicas macroscopicas e histolégicas demostradas en la reduccion del score de Evans, grosor en milimetros de la banda
fibrosa, celularidad y numero de vasos por campo. Entonces observaremos que la aplicacion intraperitoneal de tenecteplasa a mas de
21 del mismo estimulo, también podra disminuir la formacion de adherencias afectando las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas de la banda fibrosa y reduciendo el score de Evans, grosor en milimetros de la banda fibrosa, celularidad y
vascularidad.
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Ademés de la demostracion de el efecto de tenecteplasa se comprob6 los efectos obtenidos con aplicacion temprana versus los efectos
obtenidos con la aplicacidn tardia, de esta manera los autores presuponen que el tiempo de aplicacion en un rango de dos dias (aplicacion
temprana) vs. Aplicacidn tardia a las dos semanas pos induccion de adherencias) no cambian los hallazgos en el score de Evans y las variables
microscopicas. En ambos estudios no hay reportes en la literatura y se puede sentar precedente como un modelo para estudios préximos con
mayor nimero de muestra asi como establecimiento de la dosis

Es por eso que la aplicacion tardia tiene el beneficio tedrico que una aplicacion terapéutica diferida a una adherenciolisis convencional o
cualquier otro procedimiento quirdrgico de disminuir el potencial de complicaciones de una aplicacion inmediata, ya que una administracion de
més de 21 dias del inicio de la cicatrizacién peritoneal deja un periodo libre del medicamento el cual no interfiera con los mecanismos
naturales de reparacion asi como de hemostasia los cuales son muy importantes en el Posoperatorio inmediato. Esto es dando un adecuado
tiempo para un cierre de anastomosis, cierre primario y un optimo control hemostatico.

Es por eso que es de vital importancia para los investigadores resolver este cuestionamiento, que una aplicacién diferida, o el efecto que se
demuestra sobre las adherencias parcialmente formadas. Sin necesidad de tener que aplicarlo de forma imediata a un agente formador de las
mismas.

VI. METODOLOGIA

Se respetaron los lineamientos de seguridad, asi como de bioética en cuanto al manejo de animales de experimentacion, tanto en el cuidado,
régimen de alimentacion aplicacion del medicamento mediante sedacion y sacrificio de animal mediante uso de cloroformo, sin presentar
tortura o sufrimiento en los animales de experimentacion.

Estudio piloto Se tomo una muestra de 30 sujetos para una distribuciéon normal.
Tipo de estudio ensayo experimental controlado con modelo animal con rata; seguimiento a 30 dias a partir del inicio del estudio.

Lugar de estudio: Departamento de Cirugia experimental del Hospital General de México y servicio de Patologia del Hospital General de
Meéxico.

Universo

Poblacion: 30 ratas adultas macho (Wistar Albino del género Ratus Norvegicus) proporcionadas por el servicio de cirugia experimental en el
Hospital General de México. Con peso de rango de entre 400 a 450 grs.

Modelo de formacion de adherencia: Se tomara como base la metodologia para induccién de adherencias en rata tomando en cuenta la
induccién mediante la técnica de puncidn intraperitoneal de 5ml de agua inyectable mas talco estéril al 20% (20grs/100ml al 20% diluido en agua
inyectable. (30).

Se dividi6 aleotereamente en 3 grupos con las siguientes caracteristicas:

- Grupo control placebo: 10 ratas

- Grupo control tenecteplasa aplicacién inmediata: 10 ratas.

- Grupo experimental tenecteplasa aplicacion tardia: 10 ratas.
Criterios de inclusion:

- Raza Ratus Norvegicus, variedad albina. Edades entre 4 a 11 meses.

- Sanas.

- Peso de entre 400 a 450 gramos.

- Ratas Macho.

- Provenientes de el bioterio de el servicio de cirugia experimental del Hospital general de México.
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Se eliminaron de nuestro estudio las ratas que tuvieran las siguientes caracteristicas:
- Edad menor a 4 meses.
- Que fallecieran durante el estudio.
- Que enfermaron durante el estudio.
- Que fueran lesionadas durante el estudion (lesién intestinal o vascular postpuncion).

- FALTA DE DEPOSITO DE CRISTALES DE TALCO ESTO E LAPAROTOMIA NORMAL, O HALLAZGOS COMPATIBLES
CON PUNCION Y APLICACION DE TALCO O FARMACO FUERA DEL CAMPO DE APLICACION O INTRAPERITONEAL.

Material:
3 frascos de (tenecteplase, activador tisular del plasminégeno) Cada frasco ampula con liofilizado contiene:

METALYSE®10ml.
Cada frasco ampula con liofilizado contiene:

Tenecteplasa .................. 50 mg (10,000 U)
Excipiente, c.s.

Cada jeringa con diluyente contiene:

Agua inyectable 10 ml.

La solucién reconstituida contiene 1,000 unidades
(5 mg) de tenecteplasa por ml

Justificacién del uso y la dosis de tenecteplasa:

El estudio se realiza con tenecteplasa, sin embargo el planteamiento inicial fue con alteplasa con el mismo mecanismo de accion y aplicado por
la misma via intraperitoneal, ya que existen estudios en donde se demostr6 beneficio al aplicarlos en modelo de adherencias en rata y valides
en la dosis aplicada. Por cuestiones logisticas y de recursos disponibles los autores solo cuentan con tenecteplasa para realizacion del estudio,
del cual a pesar de tener el mismo mecanismo de accidn y en cuestion de farmacocinética contar con mejor perfil en cuanto duracién y potencia
se presupone que por fundamentos tedricos tenecteplase serd cuando menos igual de efectivo que alteplasa en cuanto a su uso como reductor
de adherencias.

Por lo tanto no hay reportes en la literatura en los cuales se use especificamente tenecteplase como reductor de adherencias ni tampoco ni se
cuenta con una dosis estandar de aplicacion en rata a diferencia de alteplasa. La bioequivalencia no es la misma para alteplasa que de
tenecteplasa (de hecho es més potente que alteplasa por unidad de farmaco al ser una molécula més estable en cuanto a su degradacion) ;Por lo
que la dosis aplicada es empirica se obtiene como justificacion la aplicacion de 5mg/kg. De peso de animal vivo equivalente a 1000 U o dosis
por gramo de 0,005 mg — equivalente a 1 U por gramo de tejido, correspondientes a la dosis medida diluidas en 10 ml de agua inyectable, como
forma de racionalizar el medicamento (esto es al fraccionarse en més de 40 aplicaciones distintas) y al hacer comparacidn proporcional
estimando el volumen del farmaco de tenecteplase vs. Alteplase es mayor la proporcion de medicamento tanto en unidad, proporcionado al
volumen del frasco que con alteplase. Aunque se toma en cuenta por parte de los autores que puede ser una dosis insuficiente y que puede no
mostrar ninglin cambio con respecto al grupo de induccién o no mostrar efecto alguno, por lo que se reportard como modelo fallido con las
dosis establecidas y la técnica antes mencionada.

Talco estéril 25 gr.
30 Ampulas de 2.5 ml con Agua inyectable.
30 ratas Winstar albino de entre 400 a 450 gramos.

30 frascos estériles.
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- formol 1000 cc.
Tinciones para tricomico de Masson y hematoxilina eosina.

Definicion de variables

Variable independiente: Es la aplicacion del medicamento y el tiempo en que se administra (1er dia vs 21 dias.)
Variables dependientes: Es la formacion de adherencias cuantificadas segun los parametros expuestos a continuacion.

Medicion macroscopica: Solo es una y es de tipo ordinal, se utilizara la escala de medicion propuesta por Evans et al.(3) (1993). Y se
evaluara como leve, moderado a severo.

Fig 2.1 Imagen macroscépica de adherencia firme representativa catalogada como Evans 3. asa- asa y asa pared asi como
el deposito de particulas de talco en forma de granulacién organizada con mayor predominancia en superficie serosa del
higad, con adherencia de epiplon a higado creando banda fibrosa, es una muestra representativa para analisis
histolégico se cataloga como Score de Evans 3 requiere de corte firme para seccion de la adherencia.

Fig. 2.2 Imagen representativa de Rata Grupo 2 Compatible con Score de Evans 2 Adherencias que requieren traccion firme
para su lisis, sin requerir diseccién cortante.
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Fig. 2.3 Imagen representativa de nuestro estudio compatible con Score de Evans 1 adherencias laxas que puede
eviscerarse sin problemas el contenido de la pared abdominal.

Depdsito de talco, con
formacion  minima de
adherencia. Score Evans
asignado 1 se lisan con
traccion fina. Observese el
desplazamiento de las
asas de forma
espontanea y la poca
formacion de
adherencias.

Fig. 2.4 Imagen Evans 1 solo llegando a verse depdsito de particulas de talco sin formacién de adherencias asa asa o
asa pared firmes.

26



Medicién Histolégica: histoldgica para la valoracion de modelos antiahderencias de rata como:

La medicion de las variables microscopicas son el grosor en milimetros de la banda fibrosa compuesta por la formacion de granulomas como
otros autores realizaron (16), asi como la medicién de nimero de vasos por campo y nimero de macréfago por campos (células gigantes
multinucleadas, como marcadores histoldgicos de inflamacién que se relacionan con el grado de formacion de adherencias maduras y firmes
como Visto por otros autores. (16)

Variables microscdpicas: Son tres variables de tipo continuo con expresién numérica y fraccionada; medidas de forma ciega y aleatoria por el
servicio de patologia del Hospital General de México. Se enviardn muestras en frascos estériles con formol de cada una de las 30 ratas que
conforman el estudio con reseccion de bloques de 5x5x5 mm, del tejido sobre la linea media de espesor total de la pared abdominal peritoneo
parietal. Seran revisadas a microscopio de luz con 40 x de campo visién con tincién de hematoxilina Eosina asi como tincién de tricromico de
Masson para cuantificar la densidad de fibras de colagena presentes en las bandas fibrosas firmes; los pardmetros a evaluar son:

-El Grosor en milimetros del depdsito de colageno de la banda inflamatoria tefiido con Hematoxilina Eosina; esta se determina desde el fin de
la membrana serosa visceral o parietal, hasta el limite de la banda fibrosa o granuloma.

Grosor milimetros de lg
bandg fibrosg del

granuloma. 19mm

Parénguima
Hepatico.
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Fig. 2.5 Corte transversal sobre parénquima hepatico en el cual se encuentra depésito de banda fibrosa por arriba de la capa del
mesotelio que recubre al parénquima hepatico asi como medicién en milimetros desde el mesotelio hasta el limite integro de la
banad fibrosa.

-El Grado de inflamacién: Se puede expresar en el niumero de leucocitos/ macréfagos por campo en este caso neutréfilos
presentes durante la fase aguda o macréfagos durante la consolidacion de la inflamacién por campo de 40.

Pared abdominal, peritoneoy Depdosito inflamatorio de banda de
musculo adherencia, asa pared.
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Fig. 2.5 Otra imagen representativa del grosor de banda fibrosa medido desde el corte histologico transversal desde la pared
abdominal observese el musculo de la pared abdominal asi como peritoneo y deposito de banda fibrosa.

-——

Fig. 2.6 Otra imagen de corte transversal desde la pared abdominal en la cual se muestra depdsito de banda fibrosa.

Vaso por campo

Particula de
talco.

Célula gigante
multinucleada

Fig. 2.7 Corte Histolégico a gran aumento sobre la banda fibrosa en segmento de 1x1 mm en el cual se evidencian
loscomponenetes de la banda fibrosa, los cuales se aprecia reaccion inflamatoria, particulas de talco asi como células gigantes
multinucleadas, y microcapilaridad.
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Fig 2.8 Corte histolégico donde se muestra otra imagen de reaccion inflmatoria de tipo granulomatosa a cuerpo extrafio.

Donde el depdsito de particulas de talco alrededor de halos fibrosos englobados en formacion de granulomas con presentacion de células
gigantes multinucleadas. Se toman muestras representativas y se exponen con cortes transversales del parénquima hepatico donde se presenta la
mayor cantidad de reaccion fibrosa y se puede demostrar la celularidad, dep6sito de material representado sobre la linea de serosa con

-El Grado de vascularidad: Se expresa en el nimero de vasos de neo formacion por camp de 40 o de 100x.

La tincion se llevo a cabo bajo la misma técnica, con el mismo tiempo de preparacion de la misma muestra y del mismo sitio y por el mismo
equipo de patologia para medicidn de depoésito de colageno.

Medicidén cualitativa del grado de deposito de coldgeno medida por histograma de pixeles mediante software de interpretacion digital
del ndmero de pixeles.

En esta técnica de medicion se recolectaran las muestras significativas y se tefiirdn con tricromico de Masson, bajo la misma técnica y con el
mismo pat6logo y bajo las mismas caracteristicas y se obtendré una fotomicrografia representativa de cada uno de los tres grupos. Recordarse
que el tricrdbmico de Masson es una técnica usada en patologia para tincion y muestra la cantidad de coldgena presente en un tejido la cual se
tifie de color azul implicando la presencia o ausencia de bandas de colagena, mediante esta técnica las muestras representativas seran
procesadas en fotomicrografias y procesadas mediante un software que cuantifica la densidad de pixeles de color azul y de manera directa se
medird la cantidad de color azul (equivalente indirecto de presencia de colagena) y se cuantificara la cantidad de color azul mediante numero de
pixeles por campo para comparar entre cada uno de los grupos y evidenciar si existio y la cantidad de colageno que se deposito en cada grupo y
evaluar si existe o no algun cambio.
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Fig 2.9 Imagen de Tricromico de Masson sobre el mismo segemento de banda fibrosa en el cual se evidencia de color azul la
presencia de bandas de colageno.

Y en la figura 2.2 se muestra cortes a gran aumento 40x en la cual se toma como referencia para la medicién del nimero de vasos sanguineos
por campo Se toman asi tinciones con tricomico de Masson en las cuales de forma apreciativa se representa la tinciéon en azul violeta dada por
depésito de colageno sobre la pieza

% w10 GRUPO 2 HISTOGRAMA COLORES
25 .
2 ]
—= B
— G
— B
15 ]
1 -
05 .
0 50 100 150 200 250 300
Bins

Fig 2.10 Histograma de pixeles En el cual se toma una imagen representativa y mediante programa se separan los pixeles contenidos en color
azul de fotomicrografia y se ordenan segun la densisdad de la imagen total y como se distribuyen.
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Antes de empezar todas las ratas se revisaron los criterios de inclusion y exclusion y serdn pesadas asignadas un nimero de identificacién con
folio y divididas al azar en tres grupos.

Todas las variables fueron evaluadas por los mismos observadores que no conocian que grupo pertenecian las muestras.
Se prepararon las siguientes diluciones de los siguientes farmacos:

Dilucion de talco estéril en una solucién de 500 ml con 50 gramos de talco estéril (colocado en autoclave) con esto se forma una solucién salina
con talco estéril al 10%. En donde la aplicacion individual por rata es a 1 ml de talco estéril al 10%.

Dosis individual de tenecteplase: Como presente estudio piloto, se propone dosis inicial de tenecteplasa a

-5mg/kg. De peso de animal vivo equivalente a 1000 U.

-Dosis por gramo de 0,005 mg — equivalente a 1 U por gramo de tejido.

El peso promedio de las ratas en nuestro estudio es de 450 gr. En promedio por lo que una dosis promedio usual corresponde a:
- 450 U.
- 2.25 mg. De tenecteplasa.
- Correspondientes a: 0.45 ml de medicamento.

La siguiente administracion fue de 0.45 ml aforados en 10 ml de solucién salina para su aplicacion intraperitoneal.

La dosis administrada es empirica y se fundamenta al racionalizar el producto de tenecteplase por su elevado costo de tal manera que la
siguiente dosis puede ser aplicada a mas de 40 aplicaciones.

El medicamento no puede ser guardado, después de su apertura se cuenta con 24 horas para la aplicacion del mismo.

Con base al mismo se conformaran 3 grupos divididos al azar para formar un estudio de estudio de 10 ratas en cada grupo; todas recibirdn en
un mismo tiempo y a la misma dosis y dilucion la induccién con talco estéril como inductor en la formacion de adherencias por via
intraperitoneal, después se catalogan en tres grupos:

Grupo 1 control con placebo solo recibi6 solucién Hartmann. 10 ml por via intraperitoneal (probaré la veracidad del talco estéril como inductor
de adherencia.

Grupo 2 control con aplicacion inmediata la induccién de tenecteplase inmediatamente a la induccidn con talco estéril. A razén de -5mg/kg. De
peso de animal vivo equivalente a 1000 U.

-Dosis por gramo de 0,005 mg — equivalente a 1 U por gramo de tejido, correspondientes a la dosis medida
Diluidas en 10 ml de agua inyectable.

Grupo 3 experimental aplicacion tardia de tenecteplase por via intraperitoneal (aplicacion tardia se refiere a tres semanas después de la
induccidn de talco estéril como formador de adherencias). Durante la fase inicial las dos primeras semanas postinduccion recibir aplicacion de
10 ml de Sol. Hartmann.

DESCRIPCION POR FASES

Primera Fase

INDUCCION DE ADHERENCIAS Y APLICACION TEMPRANA

Se comienza con induccidn anestésica de las 30 ratas previa rotulacion del el folio en la cola de las mismas y rasurado de la cara anterior del

abdomen.
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Se administrara por rata a los tres grupos a razén de 1 ml de talco estéril en solucién salina al 10% por via intraperitoneal a los tres grupos.

Posteriormente los siguientes grupos se realizaran los siguientes cambios:

Grupo 1 (ratas foliadas del 1 al 10) o control con placebo solo recibira posterior a la induccion sol. Hartmann 5 ml, diaramente 2 ml por via
intraperitoneal por una semana de tratamiento.

Grupo 2 (ratas foliadas de 11 a 20) Grupo control con aplicacion inmediata a la induccion de talco estéril por via intraperitoneal a razon de
5mg/kg. De peso de animal vivo equivalente a 1000 U.

-Dosis por gramo de 0,005 mg — equivalente a 1 U por gramo de tejido. Diluidas en 5ml de agua inyectable se realizaran dos aplicaciones la
primera a las primeras 24hrs postinduccion y la segunda dosis a las 48 hrs post induccién por via intraperitoneal.

Grupo 3 (ratas foliadas de 21 a 30) Solo recibiré solucidn salina en la primera semana de tratamiento posterior a la induccion.
Segunda Fase APLICACION TARDIA 21 dias postexposicion de talco estéril.

Grupo 1 solo recibira soluciéon Hartmann, diariamente 2 ml por via intraperitoneal por una semana mas de tratamiento.
Grupo 2 Grupo control con aplicacion inmediata la induccion, suspende el tratamiento con tenecteplasa.

Grupo 3 Grupo experimental Se comienza con la terapia de tenecteplasa a razdn de Dosis por gramo de 0,005 mg — equivalente a 1 U por
gramo de tejido.

Diluidas en 5ml de agua inyectable se realizaran dos aplicaciones la primera a los 21 dias postinduccién y la segunda 48 hrs después de la
primera dosis.

Tercera fase RECOLECCION DE LA MUESTRA

A los 21 dias posteriores a la induccion los tres grupos seran sacrificados y se comenzara con el andlisis individual por espécimen se comenzara
con la evaluacién macroscépica con documentacion en digital midiendo los pardmetros de el Score de Evans asignando el grado de el score
maés significativo a cada rata de cada grupo.

Se obtendradn muestras para analisis histol6gico se tomara un segmento de la pared abdominal anterior de la rata con las siguientes dimensiones
1x1 cm. De dimensiones con espesor total de la pared abdominal y se enviara a revision histolégica en frascos individuales con formol.

Se mediran las variables dependientes con los siguientes datos:
Vascularidad: Numero de vasos por campo de gran aumento.
Celularidad: reflejo de inflamacion numero de leucocitos por campo de gran aumento.

Grosor en micras del depésito de coléagena tefiida con tricromico de Masson sobre la monocapa mesotelial de banda fibrosa.
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ANALISIS ESTADISTICO EMPLEADO

Se usaron pruebas paramétricas y no paramétricas como ANOVA en dos dimensiones, curva de Friedman y como KruskallWallis.
Aspectos éticos y de bioseguridad

Se realizaran todos los procedimientos bajo estricto control antiséptico y proteccion del personal que participa en el proyecto.

Las ratas seran anestesiadas con cloroformo, asi como sacrificio de los roedores durante la recoleccion de muestras.

Se reportaran datos de morbilidad y mortalidad con las dosis establecidas de los medicamentos.

Las ratas serdn cuidadas por parte del servicio de de Cirugia Experimental Hospital General de México.

Se respetaron todos los principios de bioética en el manejo de los modelos vivos animales.
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RESULTADOS
Se procesaron 30 ratas; ninguna falleci6 durante la realizacién del experimento.

Universo total 25 muestras fueron representativas (83% del tamafio de la muestra), ya que se elimina el 16% (5 ratas) (tabla 1.1). Debido a que
no se visualizo ningln depésito de talco en la superficie peritoneal compatible con puncidn fuera del &rea a estudiar y por lo tanto no se mostro
hallazgos patoldgicos tanto macro o microscopicos, de inflamacion se encuentran marcadas ennegro en la tabla 1.1.

En la Tabla 1.2 se muestra la tabla de recoleccion de datos. Se encuentran en color de fondo cada uno de los diferentes grupos y se desglosa el
concentrado de variables por cada nimero de rata. El score macroscopico obtenido asi como el grosor de la banda fibrosa en milimetros sobre
la serosa, nimero de vasos y de células gigantes multinucleadas por campo aumento 40x

Tabla 1.1
NO DECEL. GROSOREN
FOLIO DE VASOS POR GIGANTES X MILIMETROS DE
RATA SCORE DE EVANS CAMPO CAMPO GRANULOMA

Grupo 1

Grupo 2
!! 1 2 3 3
23 1 3 3 2
24 1 5 3 1
8
25 1 4 5 2
Grupo 3

. Sujetos eliminados

36



Descripcion General GRUPO 1

Dentro de la tabla 1.2 ratas del grupo 1 con unapoblacién de 9/10 ratas total de 90% , una rata se elimina del estudio por no mostrar
depdsito de cristales de talco intraperitoneales, probable puncion retroperitoneal, una media de presentacion del score de Evans de 2.4
(escala nominal de 0 a 3) con una media de 9.8 mm en milimetros del grosor que presenta la banda fibrosa sobre la superficie de
serosa, hepética, con media de 6.6 vasos por campo asi como de 6.4 células gigantes multinucleadas. En las imagenes () se muestran
iméagenes representativas de los cortes de ratas del grupo 1 macro y microscépico.

SCORE DE | MEDIA NUMERO DE | NUMERO DE
EVANS MEDIA | MILIMETROS VASOS POR | CELULAS
NUMERO DE | pE GRUPO BANDA FIBROSA | CAMPO MEDIA | GIGANTES POR
RATAS(N/%) DE GRUPO CAMPO.
GRUPO 1 9/90% 2.4 .98 mm 6.6 vasos x | 6.4 cels gigantes
campo
GRUPO 2 7170% 1.85 .94 mm 5.8 vasos x | 7.8 cels. Gigantes
campo
GRUPO 3 9/90% 14 .27 mm 4.3  vasos X | 4.6 cel. Gigantes
campo
Tabla 1.2
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Fig 2.11 Banda fibrosa compuesta por inflamacién granulomatosa a cuerpo extrafio sobre la superficie de la serosa del higado,
se muestra corte transversal histolgico sobre parénquima hepéaticoy mesotelio de rata del grupo 1 conmedicién de hasta 1.7mm

Descripcidn general GRUPO 2

Se presentan 7 reportes de laparotomia en rata positivos para aplicacion de talco intraperitoneal compatible con el 70% de la poblacidn, se
excluyen 3 casos, El grupo con aplicacion temprana se muestra media de el score de Evans de 1.85, en el corte histoldgico se aprecia
el grosor del banda fibrosa en milimetros del borde de la serosa con media de 9.4 mm ,de media de células gigantes es de 7.8 células
por campo y nimero de 5.8 vasos por campo.

Se muestran en figuras 2.12 imagenes representativas del grupo 2

Fig 2.12 Imagen macroscépico Adherencia tipica Evans tipo 2 observese en el mismo sujeto como pueden liberarse mediante
traccion firme sin utilizacion de corte.
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GROSOR DE LA BANDA FIBROSA

Fig. 2.13 DISMINUCION EN MILIMETROS DE GROSOR de la banda fibrosa a menos de 0.5mm que se muestra en rata del grupo 2
comparandola con

0.05m

Grosor de banda Parénquima
fibrosa Hepatico
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Fig.2.13 Fotomicrografia de tricromico de Masson en azul se expresan las bandas de colageno, histograma que muestra la
proporcion de color azul con respecto del resto de los colores, se aprecia espiga en .8 x10(4)

Descripcion General GRUPO 3

En el grupo 3 solo se excluye 1 rata por falta de demostracion de depoésito de talco, solo con 9 casos 90% del grupo con una una media de
Score de Evans de 1.4, media de grosor de banda de fibrosis de 2.7 mm. Se expone en la imagen () el tamafio de menor dimension del grosor de
la banda fibrosa de la misma, asi como tincidn con tricoémico de masson en la muestra del grupo control tardio apreciativamente menor depésito
de colageno con respecto a los grupos previos, asi mismo en la muestra 4.6 media de nimero de células gigantes por campo y nimero de vasos
sanguinos por campo de 4.3 vasos por campo de gran aumento.
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Fig.2.14 Imagen macroscopica rata tipo de grupo 3, arriba se muestra evisceracion total de contenido abdominal sin complicaciones, en la imagen
subsecuente se muestra el depdésito de cristales de talco sin formacion de adherencias firmes,compatibles con Evans 0.

Fig 2.15 Fotomicrografias con Hematoxilina y eosina, a gran aumento, se aprecia la reaccién granulomatosa, los cristales de talco y la celularidad
y vascularidad discretamente disminuida en el estudio

Fig. 2.16 Fotomicrografia Masson se aprecia los cristales de talco y la tincion en color azul del dep6ésito de colagena.
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Fig. 2.17

Espiga en el histograma de color azul de .25x 10(4) pixeles reduccién en 70% con respecto a grupo 1.
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Medicién de .17 mm de grosor de banda fibrosa

GRUPO 1

GRUPO 2

Fig 2.18 Esgquemas comparativos de los cortes transversales sobre la serosa hepético notese la disminucion en la formacién de
la banda fibrosa en cada uno de los apartados
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Fig 2.19 Se esquematiza la reduccién en el depésito de colageno desde un 48% entre el grupo 1 frente al grupo 2 y de 70% en imagen azul entre grupo 1y

grupo 3.
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GRUPO 1

EVANS de 3

GRUPO 2

EVANS 2

GRUPO 3

EVANS 1

Fig 2.20 Fotos comparativas de los resultados obtenidos entre cada una de los grupos en sus imagenes mas representativas.
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ANALISIS CUANTITATIVO
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En Grafica 1.1 Caja y Bigote en donde se grafica el comportamiento de la poblacién de los tres grupos estudiados segun la aplicacion del
medicamento y el Score macroscopico de adherencias Evans., en el caso de Score de Evans. En donde la mediana y la media parecen
concordar sus datos. Talco expresa el comportamiento de la poblacion del grupo 1 mientras que temprano y tardio corresponden a grupos 2y 3
respectivamente, Observe que el percentil 95 para el grupo 1 corresponde en algin punto superior a la media de 2 de la escala de Evans,
mientras que para los grupos 2 y 3 su percentil 95 corresponden son por debajo de medida 2 de la escala de Evans. Notese la variacion
intercuartilar entre los tres distintos grupos. Existe una caida en la variacion intercuartilar mostrando un menor score de Evans entre los grupos
que se administro tenceteplase en contra de los que no se administro. Parece no encontrarse diferencias en la poblacion entre grupo 2 y 3, por lo
tanto la suposicion es que el efecto como inhibidor de adherencias es similar entre ambos grupos y su eficacia muy parecida.
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Grafica 1.2 Representacion de la dispersion de la poblacion segun el grosor de la banda fibrosa reportada sobre la pieza tomada, comparandola
entre los tres distintos grupos en gréfica de caja y bigote; Se presenta una mediana para 9.6 del grupo 1(expresado como talco); de 7.25 para
grupo 2; y de 2.3 para el tercer grupo, con patrones de distribucion no Gausiana, Se aprecia de forma importante la diferencia de percentiles 95
asi como como la variacion intercuartilar y el estrechamiento de los valores extremos en los grupos 2 y 3 como resultado se aprecia disminucion
en el grosor en milimetros de granuloma con una estimacion de 10 milimetros por lo tanto en el grupo 1 mas del 50% de su poblacion cuenta con
valores por arriba de 10 mm. Mientras que en los grupos 2 y 3 mas del 95% y practicamente el 100% de la poblacion del grupo de aplicacion
tardia muestra valores por debajo de 10mm.

Diagrama Caja Yalor de Las Celulas Gigantes
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Grafica 1.3 Distribucion de la poblacion en cuanto a niumero de células gigantes. Se muestran medias, rangos y medianas.En la grafica 1.3 la
gréfica de barras y bigotes la poblacion estudiada en cuanto al nimero de células gigantes y su relacion con los tres grupos, muestra resultados
inconsistentes, las medias de el grupo de talco con el grupo temprano se mantienen constantes y los valores extremos del grupo placebo con
tardio son muy similares, solo se aprecia discreta disminucién en la variacion intercuartilar del grupo 1 vs. 3, pero no es significativa y parece no
tener una correlacion.
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Diagrama Caja Yalor de Yasos por Campo
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Enla Grafica 1.4 de caja y bigote donde se muestra el comportamiento de las poblaciones segun el nimero de vasos por campo de gran
aumento sobre los tres diferentes grupos de estudio; se muestra que las poblaciones tanto del grupo 1 y 2 muestran practicamente el mismo
patron de dispersion con medianas muy cercanas entre si, tanto la variacién intercuartilar y el percentil 95, sin embargo el grupo tardio muestra
una discreta disminuciéon en el nimero de vasos por campo en cuanto a percentil se refiere asi como distribucién de poblacion con limites
méaximos de hasta 6 vasos sanguineos por campo mientras que en los grupos previos pueden encontrarse valores mucho més altos.

ANALISIS ESTADISTICO

Con los valores anteriores se aplica la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comparar los valores obtenidos a una distribucién estadistica
normal. Esto con la finalidad de evidenciar si el tamafio de los grupos es estadisticamente significativo para analizarlos de forma para-métrica.
En todos los grupos se encontré que lo las distribuciones de los grupos no obedecen a una distribucion normal (h = 1).

Por lo tanto para poder analizar la informacién se requiere de estadistica no para-métricas Curva de Friedman y Kruzkal Wallis las cuales
utilizan Chi Cuadrada como método de comparacion. Asi como una estimacion mediante anlisis de varianza cuyo método de comparacion es
la prueba F.

ANALISIS ESTADISTICO MEDICION CUALITATIVA FIRMEZA DE LAS ADHERENCIAS SCORE DE EVANS

En la fig 3.5 Aqui se muestra la comparacion de las medias segun el score de firmeza Evans de los valores bajo la hip6tesis experimental (que
si existe efecto vs. Hipotesis nula (que no existe ningln efecto)

Se puede apreciar una tendencia a la baja en cuanto la firmeza de las adherencias en cuanto a la media del score de Evans reportado, entre el
grupo control sin aplicacién de medicamento vs. Los grupos que recibieron la administracion del medicamento, e infereirirse un probable efecto
del medicamento. En la fig 3.6 Se ilustra los resultados de la prueba de Friedman en cuanto a la comparacion de la firmeza de las adherencias
mediante el score de Evans de los tres diferentes grupos, tanto de manera gréafica y el rotulo se puede ver una diferencia estadisticamente
significativa debido a que el valor de p es menor 0.034 diferencia marcada entre los tres grupos. Con un intervalo de confianza 97%
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Gréfica. 3.5 Comportamiento de las medias de los diferentes grupos en cuanto a los resultados obtenidos en todas las poblaciones para Score de
Evans. Se aprecia una pendiente a favor de la reduccion en las medias de los grupos temprano (2) tardio (3) con respecto al grupo control.

RESULTADOS DE CRUVA DE FRIEDMAN
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Friedman's ANOVA Table

Source Ss df MS Chi-sq Prob>Chi-sq
Columns 5.55 2 2.775 6.73 0.0346
Error 10.95 i8 0.60833

Total 16.5 29

Tabla 4.1 Diferencia estadisticamente significativa p:0.0346 IC 97%.

Kruskal-Wallis ANOVA Table

Source sSsS ar MS Chi—-saqg Prob>Chi—-s<g
Columns 69S 2 347 .5 .72 ©C.0077
Erroxr 1378 27 S1.037

Total 2073 29

Tabla 4.2 Diferencia estadisticamente significativa p=0.007 IC de97% Grafica 3.5.1 y Tabla .4.2 Se expresan el analisis estadistico de la Chi
cuadrada mediante la prueba de Kruskal- Walis obtenida en la comparacion de las curvas del score de Evans Mostrando nuevamente una
diferencia estadisticamente significativa en la reduccién en la firmeza de las adherencias con un valor de p de 0.007 con un intervalo de confianza
de més del 97%
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Gréfica. 3.7 Se ilustra graficamente la diferencia estadistica de la prueba de Friedman.

En la cual se demuestra que los rangos entre grupo 1 y grupo 3 muestran diferencia significativa asi como intervalos de confianza jamés se
juntan.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 0.6 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.3520, 1.5520]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 1.05 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [0.098, 2.0020]
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Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 0.45 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.502, 1.4020]
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Gréfica 3.8
ANOVA Table
Source sSs df MS - F o Prob>F
Columns  5.2687 2 2.63433 7.09 0.0033
Error 10.026 27 0.37133
Total 15.2947 29
Tabla 4.3

En la grafica 3.8 y tabla 4.3 Resultados obtenidos en la comparacion de las curvas de score de Evans mediante el andlisis de varianza. Se
expresa diferencia estadisticamente significativo con valor de p.0033 con intervalo de confianza por arriba de 97% entre los resultados obtenidos
entre los grupos 2 y 3 versus el grupo que no se administro tratamiento. Ademéas de mostrarse una diferencia entre mejor respuesta en la
reduccion de la firmeza si se aplica de forma tardia el medicamento versus la aplicacion simultanea o temprana. En cuanto a la comparacion del
Score de Evans.
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Grafica. 3.9 Representacion gréafica del ANOVA comparando la aplicacion de talco, y su diferencia contra el grupo 1

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 0.73 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [0.0543, 1.4057]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 0.99 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [0.3143, 1.6657]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 0.26 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.4157, 0.9357]

Realizacion de prueba de ANOVA en la cual los intervalos de confianza entre los grupos 1 y 3 muestran diferencia estadisticamente
significativa y jamas se juntan. En cuanto el andlisis estadistico en los grupos comparando el Score de Evans.
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ANALISIS ESTADISTICO DEL GROSOR EN MILIMETROS DEL GRANULOMA

En la fig. 3.10 Se grafica la comparacion de mediantes en cuanto el grosor en milimetros de granuloma de los tres diferentes grupos; se aprecia
una tendencia entre los grupos con aplicacion del medicamento a reduccion en el tamafio en milimetros de los granulomas formados en las
bandas fibrosas depositadas en la superficie hepética, se reportan datos normalizados. Amabas con una reduccién en el tamafio
microscopico medible de la banda
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Grafica.3.10 Se ilustra comparacion de medias y se aprecia tendencia a la reduccién en los milimetros de granuloma con respecto entre el grupo
3 vs. Los grupos control y temprano con una reduccion en el tamafio microscopico medible de la banda fibrosa.

CRUVA DE FRIEDMAN EN EL ANALISIS ESTADISTICO SOBRE EL GROSOR EN MILIMETROS DE LA BANDA FIBROSA
CON RESPECTO A LOS DEMAS GRUPOS.
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Friedman's ANOVA Table

Source ss df MS Chi-nqg Prob>Chi-nqg
Columns 15 2 7.5 1S 0.0006
Error S 18 0.27778

Total 20 29

Grafica. 3.11 y tabla 4.3 p=0-0006 IC 99% de diferencia estadisticamente significativa entre el grosor en milimetros de la banda
fibrosa mucho menor a los grupos control y de aplicacién temprana de tenecteplase.

En la Gréfica. 3.11 la prueba de Friedman sobre el grosor en milimetros del granuloma con valor de p de 0.0006 diferencia estadisticamente
significativa la en la disminucién del tamafio de banda fibrosa con un intervalo de confianza de 99% mostrada en la tabla 4.3 , medida entre los
grupos 2 y 3 versus los que no se administro fibrinolitico. En la parte superior se ilustra graficamente las curvas de cada uno de los grupos, en el
aparatado inferior se ilustran los valores en grados de libertad y valor de p asi como chi sg.

Parece mostrarse una mejor respuesta en el rango obtenido con un menor grosor de banda fibrosa entre el grupo 3 vs. El grupo 2.
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Grafica. 3.12 Representacion gréafica de la curva de Friedman en cuanto al grosor en milimetros del granuloma.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de O y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-1.0481, 1.0481]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 1.5 y con un 95% de intervalo de confianza de
diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [0.4519, 2.5481]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 1.5 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [0.4519, 2.5481]
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Grafica.3.13
ANOVA Table
Source ss df MS P Prob>F
Columns 281.558 2 140.779 6.5 0.00S5
Error 584.61 27 21.652
Total 866.168 29
Tabla 4.4

Gréfica. 3.13 y la tabla 4.4 Representacion de prueba de ANOVA de los resultados obtenidos en valor fe F con un valor de p de 0.005, IC de 95%
con diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a la reduccién de la banda fibrosa medida en milimetros.
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ANALISIS ESTADISTICO NUMERO DE VASOS SANGUINEOS POR CAMPO

En la grafica 3.15 de comparacion de medias en cuanto a los resultados obtenidos en el nimero de células gigantes x campo, en la cual solo se
aprecia una discreta tendencia en la reduccion en el nimero de vasos por campo obtenidos entre el grupo 1 vs. El grupo 3; se muestran datos
crudos y normalizados.
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Gréfica 3.15 Comparacion de medias con respecto al nimero de células gigantes multinucleadas encontradas a campo de gran aumento
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PRUEBA DE FRIEDMAN EN CUANTO A LA RELACION EN CUANTO A NUMERO DE CELULAS GIGANTES POR CAMPO
ENTRE CADA UNO DE LOS GRUPOS
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Gréfica. 3.16 GRAFICA SOBRE LA PRUEBA DE FRIEDMAN APLICADA EN RELACION AL NUMERO DE CELULAS GIGANTES POR CAMPO
DE GRAN AUMENTO.

R P ARG P— NN I I b SR e
Source ss df MS Chi-sq Prob>Chi-sg

‘:Columna 3.05 2 1.525 3.21 0.2008

‘Exrrorxr 15.95 18 0.88611

Total 19 29

Tabla 4.5 Se coloca el analisis mediante el uso de la prueba de Friedman, con un valor de p de .2 no se muestra diferencia estadisticamente
significativa entre los tres diferentes grupos en cuanto a la relacion del nimero de células gigantes x campo con la aplicacion de fibrinoliticos.
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Gréfica. 3.17 Representacion de los grupos en la curva de Friedman, no se muestra diferencia significativa entre los diferentes grupos

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 0.5 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.9716, 1.0716]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 0.7 y con un 95% de intervalo de confianza de
diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.3216, 1.7216]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 0.65 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.3716, 1.6716]

Kruskal-Wallis ANOVA Table
Source SS df MS Chi-sqg Prob>Chi-sq
Columns 430.85 2 215.425 5.65 0.0592
Error 1779.15 27 65.894
Total 2210 29

Tabla 4.6 Resultados obtenidos sobre la Prueba de Kruskall- Wallis en relacion al nimero de células gigantes de gran aumento p=0.0592 IC 95%
no estadisticamente significativo establecer una relacién causal.
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Gréfica. 3.18 Prueba de Kruzkal- Wallis en cuanto el nimero de células gigantes por campo de gran aumento entre los tres grupos, en
la parte superior se observan los valores de p y los grados de libertad, asi como en la comparacion gréfica.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de -0.55 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-9.6999, 8.5999]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 7.75 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-1.3999, 16.8999]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 8.3 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.8499, 17.4499]
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Gréfica. 3.19

Prueba de ANOVA Fig. 3.19 asi como tabla 4.8 en cuanto a la relacién del nimero de células gigantes multinucleadas, vs. Los
tres diferentes grupos p= 0.07 IC de 95%.

= ANOVATable
Source ss df MS F Prob>F

‘Columns 33.638 2  16.819 2.92 0.0709

Error 155.317 27 5.7525

Total 188.955 29

Tabla 4.7 Andlisis estadistico mediante ANOVA en cuanto a la diferencia de los tres diferentes grupos comparando el nimero de células gigantes
X campo, en la parte superior la comparacion grafica y en la inferior se muestra el valor de p el cual no es estadisticamente significativo.
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Gréfica 3.20 Representacion grafica de ANOVA entre el nimero de células gigantes por campo, no se aprecia diferencia estadisticamente
significativa.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de -0.77 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-3.4295, 1.8895]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 1.76 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.8995, 4.4195]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 2.53 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.1295, 5.1895]
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ANALISIS ESTADISTICO NUMERO DE VASOS POR CAMPO

En la Fig. 3.21 representacion de comparacion de medias en cuanto al nimero de vasos por campo entre los tres distintos grupos se muestra en
color azul los datos crudos y en rojo los datos normalizados, se encuentra una discreta tendencia a la reduccion del nimero de vasos por campo
con respecto a la hip6tesis nula.

Promedio de Yalores Yasos po Campo
T T T T T T T I I
—&- —Original
— - — Datos Normalizados
pet 8 Hipotesis Nula

~ou_
Talco

Temprano
o
=
Q
=3
2
o

B T R S

Gréafica 3.21 Se ilustra la tendencia en cuanto a las medias en el nimero de vasos por campo en relacion al distanciamiento de grupos, asi como
los valores normalizados.
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Gréfica 3.22
Friedman's ANOVA Table
Source SS df MS Chi-sqg Prob>Chi-sqgq
Columns 295 2 0.975 2 0.3679
Error 17.55 18 0.975
Total 19.5 29

Tabla 4.8 prueba de Friedman en cuanto a los resultados obtenidos en el nimero de vasos por campo de gran aumento en los
tres distintos grupos; no se aprecia diferencia estadisticamente significativa.
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Click on the group you want to test
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No groups have mean column ranks significantly different from Group 1

Fig. 3.22 no hay diferencia estadisticamente significativa expresada en la grafica comparando los resultados obtenidos en la prueba de Friedman.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 0.15 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.8850, 1.850]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 0.6 y con un 95% de intervalo de confianza de
diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.4350, 1.6350]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 0.45 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.5850, 1.4850]

Kruskal-Wallis ANOVA Table
Source sSs df MS Chi-sgq Prob>Chi-sq
Columns 292.06 2 146.028 4.7 0.0956
Error 1324.94 24 55.206
Total 1617 26

Tab. 4.9 Prueba de Kruskall Wallis en relacion al nimero de vasos por campo entre cada uno de los grupos no se encuentra diferencia
estadisticamente significativa como para poder establecer dependencia. P: 0.095 IC 95%
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Gréfica.3.27 Reporte de resultados por prueba de Kruskal- Wallis, segin en el nimero de vasos por campo, no hay diferencia estadistica en
ninguno de los grupos.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 4.11 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-4.6018, 12.8240]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 8.0556 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.6574, 16.7685]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 3.9444 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-4.7685, 12.6574]
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ANOVA Table
Source ss df MS ) Prob>F
Columns 24.519 2 12.2593 1.87 0.1766
Error 157.722 24 6.5718
Total 182.241 26

Gréfica. 3.28 vy tabla 4.10 en la que se muestra Prueba de ANOVA comparando el nimero de vasos por campo no se aprecia diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos.
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Gréfica.3.30

Se ilustra en prueba de ANOVA para la relaciéon en cuanto al nimero de vasos por campo de gran aumento los intervalos de confianza se cruzan
no dando diferencia significativa o relacion.

Control vs. Temprano La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo temprano es de 1.11 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-1.9068, 4.1290]

Control vs. Tardio La diferencia de la media del grupo control con la media del grupo tardio es de 2.33 y con un 95% de intervalo de confianza
de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-0.6848, 5.3512]

Temprano vs. Tardio La diferencia de la media del grupo temprano con la media del grupo tardio es de 1.22 y con un 95% de intervalo de
confianza de diferencia de la diferencia de medias caen en rango de [-1.7957, 4.2401]
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

Con base a lo visto en los resultados y expuesto en las figuras 3.5 a 3.8 y en las tablas 4.1 a 4.3 asi como el grupo de figuras 3.10 a 3.13 y de
tablas 4.3 a 4.4 donde se aplico Curva de Friedman, Kruskall- Wallis y ANOVA se aprecié que existe una diferencia estadisticamente
significativa (p< 0.034 IC del 97%) , en la reduccion del score de Evans asi como en el grosor en milimetros en el tamafio de la banda fibrosa
(' p< de 0.0006 IC de 99%) a favor de la aplicacion tardia.

Se considera que la declinacién de la capacidad fibrinolitica peritoneal después del estimulo es la via central comdn que conduce a la
formacion de adherencias. Aungue los eventos moleculares y bioquimicos especificos que median el cambio de la actividad fibrinolitica no han
sido aun totalmente elucidados, parece que las citocinas (factores y citocinas, factores de crecimiento y factores de angiogénesis, que son
liberados por los macrofagos activados y otras células inflamatorias en respuesta al estimulo y cuerpo extrafio (talco) son los principales
implicados y no existe una sola via comudn hacia fibrinogenesis.

Por lo revisado en el marco tedrico podra esperarse que la aplicacion temprana contra la aplicacion tardia presente mejores efectos ya que el
inicio del depésito de fibrina ocurre posterior a las 24 a 48 horas de haber iniciado el estimulo o la lesién, como parte del infiltrado y exudado
por parte de la membrana peritoneal. Es de esperarse que la pronta aplicacion de fibrinoliticos intraperitoneales en forma temprana (24 a 48
hrs) pondria al medicamento en situacion de ventaja farmacocinética contra la aplicacién tardia, aumentando su biodisponibilidad y la
inversion temprana del desequilibrio entre depdsito de fibrina y fibrinolisis al contar con mayor cantidad de medicamento. En nuestro modelo
de experimentacion el estimulo tan potente como el talco estéril la biodisponibilidad y el efecto del medicamento se preserva a mas de 21 dias
de haber iniciado el estimulo por ser un cuerpo extrafio. Una posible ventaja contra las adherencias que no se encuentran completamente
maduras, rigidas y/o estables; que son suceptibles del proceso de remodelacién remodelacién sobre la base de fibrina es escasa y que al
menos de 21 a 30 dias (demostrado en las tinciones con tricrdmico de Masson). El proceso es reversible y puede invertir la balanza hacia un
ambiente de fibrindlisis, disminuyendo la rigidez que es el principal componente patoldgico.

Sabemos que en el modelo de adherencias la rata no desarrolla queloide la respuesta peritoneal esperada en cuanto tipo, potencia y reaccion son
un modelo valido en cuanto a la similitud de la respuesta comparada al humano (31). No hubo una diferencia estadisticamente significativa
tanto en la relacion del nimero de vasos por campo como en el nimero de células gigantes multinucleadas (figuras 3.15 a 3.30; tablas 4.5 a 4.9)
en los cortes histoldgicos representativos del estudio. Aunque no se mostro una diferencia estadisticamente significativa si se aprecia u cierto
beneficio discreto.

No se observé una relacion entre el nimero de células gigantes multinucleada, el grado de vascularidad en la addherencia, tras la
administracion después de administrarse el farmaco. La reaccién inflamatoria a cuerpo extrafio es demasiado compleja involucra una gran
cantidad de citocinas y factores quimiotacticos y la persistencia del estimulo al cuerpo extrafio para generacion de células gigantes
multinucleadas. La participacion de linfocitos van mas all4 de los mecanismos fibrinoliticos clésicos, el medicamento no se relaciona con la
disminucién de estos pardmetros, asi pues los instrumentos de medicidn cuentan con un margen de error mucho maés alta que la medicién
convencional de las adherencias. Sin embargo parece que no existe una relacion tanto en el grosor y la fimeza de las adherencias al comparan
con la celularidad y la neovascularidad, esto es que no necesariamente las adherencias laxas presentan minima vascularizacién o menos
reaccion inflamatoria a cuerpo extrafio, el modelo de adherencias a cuerpo extrafio es uno de muchos modelos en los que debe ser comparado.

En cuanto a lo reportado en la literatura solo se encuentra el beneficio de aplicacion inmediata de fibrinoliticos por via intraperitoneal. Como
Topal (p:0.01) Vipond (p=0.001), Risberg (p=0.04) y Dunn; nuestros resultados en aplicacion temprana comportan reportes son diferencias
similares (p< 0.034 IC del 97%, para la reduccion del score de Evans) y con p< de 0.0006 IC de 99% asi como para el grosor en milimetros
en el tamafio de la banda fibrosa (p=0.01).

Se demostr6 que el efecto tenecteplase es similar al reportado en la literatura alteplase, durante el disefio del estudio y la realizacion del
estudio se cuentan con multiples variables exdgena multiples las cuales pueden influir en los resultados que pueden ser que la rata no realiza
queloide, o que no se desarrollo un fenémeno infeccioso. Es por eso que una alternativa es utilizar métodos estadisticos influyen en la validez
de los resultados. Ejemplos de algunas limitantes, como el pequefio nimero de la muestra, y la realizacién del estudio mediante tenecteplase y
no con alteplase el cual es el fibrinolitico mas ampliamente usado por autores previos (1,2,3,5,7). Ademas se demostré que teneceteplase a
dosis5 mg/kg de tuvo efecto de la sobre la inhibicidn de adherencias en el modelo de rata.

Con base a nuestra hipotesis y los resultados obtenidos parece demostrarse una tendencia asi como un beneficio en la reduccion de las
adherencias. Demostrado en la medicién de las variables macroscopicas y microscopicas. Ademas otros indicadores indirectos como
comparacion de medias para formacion de tendencias asi como los reportes de los andlisis cualitativos y cuantitativos especificamente la
medicion de colorimetria azul en depdsito de colageno mediante a tincion en tricrdmico de Masson. Dichos indicadores refuerzan nuestros
resultados y corroboran nuestra hipdtesis clinica y experimental
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CONCLUSIONES

-Se observé que tenecteplase aplicado por via intrapeirotneal a las 24 horas y 21 dias en el modelo de roedor de produccién de adherencias
mediante la aplicacion intraperitoneal de talco estéril, influyo en la reduccion de la firmeza ( score de Evans p=0.034 IC 97%) y el grosor en
milimetros de la banda fibrosa medida sobre la superficie serosa (p=0.0006 IC 99%) y que al menos en nuestro estudio piloto la respuesta es tan
efectiva como la aplicacién temprana. Observar el efecto de tenecteplase (activador tisular del plasminégeno aTP) aplicado por via intrapeirotneal a las 24
horas y 21 dias en el modelo de roedor de produccion de adherencias mediante la aplicacion intraperitoneal de talco estéril.

-Comparando los dos grupos con distintos momentos de aplicacion en el tiempo encontramos; la aplicacién temprana contra la aplicacion
tardia ; se encontré que comparando los grupos temprano y tardio sometidos a analisis estadistico se demuestra una diferencia discreta a
favor de la aplicacion retardada sobre la tardia en cuanto a la obtencién de mejores resultados como inhibidores de la formacién de adherencias
, los cuales en estudios ulteriores con muestras mucho mayores se tendra que dilucidar el fenémeno observado.

-Se observo que el efecto que tiene tenecteplasa como fibrinolitico aplicado intraperitoneal en la inhibicion de formacion de adherencias
intrabdominales cuenta con resultados muy similares en cuanto a la inhibicion de adherencias peritoneales reportadas en la literatura con el uso
de alteplase.

- Tenecteplasa intraperitoneal disminuye la rigidez de las adherencias demostrado en una disminucién del score de Evans en cada uno de los
grupos de estudio en los que se uso esta terapia.

-Tenecteplasa intraperitoneal disminuyo el grosor de la banda fibrosa medida en milimetros desde la serosa mediante microscopia con
diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo en el que no se aplico esta terapia.

-No se observd efecto de tenecteplasa por via intraperitoneal sobre la disminucidn en la vascularidad de la fibrosis en cada uno de los grupos
de estudio estadisticamente significativo.

-No se observar efecto que tendra tenecteplasa intraperitoneal sobre la disminucién en el nimero de macréfagos contenidos en la fibrosis
peritoneal, en ninguno de los grupos en los que se aplico la terapia.

-No se reporto evento adverso adversos en ninguna de las ratas en las que se aplico esta terapia.

- Se observo disminucion ligera cualitativa en la cantidad de coladgeno depositado en las muestras que recibieron tricromico de Masson y
medicion de cantidad azul de la muestra, como un objetivo extra el cual debe validarse como nueva técnica para cuantificacion precisa de
cantidad de colageno.
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EXPECTATIVAS Y RELEVANCIA CLINICA

1. Laaplicacidn tardia de hasta 21 dias post induccion, cuenta con un beneficio tedrico ya que posee un mejor perfil de seguridad (por
menor riesgo de sangrado, presencia de fugas anastomoéticas o control de la sepsis), que no sucede con la aplicaciéon inmediata de
fibrinoliticos intraperitoneales (a menos de 21 dias del estimulo formador de adherencias).

2. A pesar de ser una muestra pequefia se aprecio que el beneficio es incluso mayor en el grupo de aplicacién tardia en contra del de
aplicacion temprana. Favoreciendo nuestra hipétesis central, y mostrando una tendencia la cual puede ser reproducible en estudios de
extension con muestras mas grandes.

3. No se encontraron efectos adversos o fallecimiento de modelos vivos con este la aplicacion de esta terapia, las exclusiones se debieron
al no encontrarse talco en la cavidad peritoneal.

Continuar la linea de investigacion de adherencias en modelos de animales es fundamental para fortalecer o rechazar nuestra hipétesis abriendo
un nuevo panorama de estudio en el complejo fenémeno de la formacion de adherencias.

Los autores sugieren algunas lineas de investigacion como la reproduccion del estudio mediante incremento en la poblacion de la muestra a mas
de 50 ratas por grupo. Aumento de la muestra mediante recoleccidn de tinciones de tricrdmico de Masson con histogramas y cuantificacion de
pixeles por campo como en la muestra propuesta.

El estudio piloto de esta tesis sienta precedentes para continuarlo con aumento en el nimero de muestra, tomas seriadas el tiempo y
aplicaciones mas retardadas hasta 90 dias para definir el grado y la influencia en tiempo en la formacion de adherencias, con el beneficio clinico
y con mejor perfil de seguridad que ofrece la aplicacion de esta técnica en humanos
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X. GLOSARIO

Peritoneo

El peritoneo es una membrana serosa, constituida por un epitelio de células mesoteliales aplanadas del mismo origen embriol6gico que las células endoteliales de
los vasos sanguineos. Este mesotelio descansa sobre una membrana basal y un estroma de tejido conectivo laxo en donde se disponen vasos sanguineos, nervios,
fibras elasticas y macrdfagos. Constituye la serosa mas extensa del organismo, con una superficie aproximada de 1,8 m2. Con presencia de dos capas tanto
visceral como parietal, asi como reflejos del mismo limita una cavidad virtual llamada cavidad peritoneal.

Reparacion peritoneal y adherencias peritoneales

Cuando se produce dafio de las superficies del peritoneo tanto parietal como visceral y se altera su capa protectora se produce como respuesta una reaccion
inflamatoria y cicatrizal. En un comienzo (fase inflamatoria) existe un exudado leucocitario, con activacion de macrofagos, aparicion de plaquetas y liberacion
de citocinas y liberacion de sustancias tanto a nivel local como sistémico de mediadores inflamatorios; a su vez es seguida la respuesta de cicatrizacion como
mecanismo protector que repara las lesiones y la pérdida de la continuidad entre estructuras que recubre el peritoneo tanto parietal como visceral. Ademas
produce el cierre de defectos en la serosa y une a los 6rganos con solucion de continuidad interpuesta entre si.

Sin embargo algunas veces el proceso cicatrizal intenso y sin remodelacion constante puede llegar a formar puentes de colageno firmes y densos llamados
adherencias o bandas fibrosas las cuales son permanentes, sdlidas y unen a los 6rganos viscerales adyacentes influyendo en la mecéanica del transito intestinal, la
fisiologia de la fertilidad, y favorecen el desarrollo de dolor crénico abdominal y la fusion firme de planos de diseccion quirlrgica que dificultan las re
intervenciones en caso de agregarse una nueva patologia quirdrgica, aumentando la morbilidad de cualquier procedimiento quirurgico ulterior (2).

Adherencias peritoneales

Son bandas de tejido fibroso de diverso grado de rigidez, grosor y firmeza asi como organizacion que se forman entre los 6rganos intraperitoneales y/o la pared
abdominal interna, provocando adhesion entre las estructuras adyacentes, y que forman parte del proceso de cicatrizacion patoldgica.

La morbilidad relacionada a las adherencias peritoneales tanto postquirdrgicas como sepsis abdominal se presenta entre un 6 a 11%. EI dolor abdominal crénico
representa del 20% al 50%, obstruccién intestinal del 49% a 74% y la infertilidad 15% a 20 %. La mortalidad relacionada varia de un 5% a un 10% vy se le
atribuye a las complicaciones secundarias como: obstruccién intestinal, complicaciones en su tratamiento (fistulas) y al riesgo quirGrgico que conlleva una re
intervencion (5).

En cuanto a la etiologia la principal causa de adherencias intraperitoneales es una cirugia previa (70% a 95%), donde los procedimientos pélvicos son los méas
importantes, seguido de la peritonitis generalizada de cualquier origen, fistulas y complicaciones postquirurgicas, endometriosis y tumores ginecol6gicos. 5% a

9% son bridas congénitas y menos del 1% son idiopaticas.

-Inductor: Cualquier sustancia o estrés fisico capaz de iniciar una respuesta en la serosa del peritoneo con la consecuente cicatrizacién y formacion de adherencias
En el estudio utilizamos talco estéril.

-Induccién: Momento en el que se aplica a la serosa del peritoneo cualquier sustancia o método inductor, en nuestro caso se aplican farmacos con el objetivo de
reducir la respuesta inflamatoria, el depdsito de colageno y la rigidez de la banda fibrosa, la aplicacion del medicamento adherenciolitico se clasifica en el estudio
si se aplico en las 24 horas inmediatas la aplicacion del inductor (aplicacion temprana), contra aplicacion tardia més de 21 dias post exposicion.

-Adherenciolisis: Cualquier sustancia o evento mecéanico capaz de deshacer o reducir la firmeza y la union de estructuras provocada la generacion de bandas
fibrosas. En nuestro estudio se utiliza tenecteplasa como medicamento capaz de producir adherenciolisis.

-Banda fibrosa: depdsito organizado tanto celular como de matriz extracelular con cierto grado de firmeza y vascularidad capaz de consolidar o fijar drganos los
unos con los otros y con potencial de desarrollar enfermedad y complicaciones.

-Fibrinoliticos: Sustancia capaz de reducir y fraccionar la fibrina en sus monémeros basicos con la consecuente perdida de matriz y licuefaccion del elemento
so6lido del coagulo.

-Fibrina:Es la principal proteina de la matriz del codgulo, y es la primera protéina fijadora implicada en la maduracion y solidificacion de las adherencias.

-Activador tisular del plasmindgeno: En nuestro estudio un tipo de fibrinolitico cuyo mecanismo de accion es activas a la proteina plasmina principal proteina
producida in vivo encargada de la lisis de fibrina.
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-Escala de Evans: Propuesta por Evans et al 1993, clasificacion cualitativa la cual da una calificacién apreciativa del grado de rigidez reportado en forma
macroscopica en modelos de experimentacion de adherencias en rata.

-Inflamacion granulomatosa: Tipo especifico de reaccion inflamatoria en la cual se forma un conglomerado celular consistente en infiltrado tanto
polimorfonuclear, con macréfagos unidos los unos con los otros las cuales rodean al elemento inductor. En nuestro caso la inflamacién granulomatosa se presenta
como la respuesta principal del organismo vivo a la exposicion de la serosa de particulas de talco en la cual se crean las adherencias.

FIBRINOLITICOS

Se define a un fibrinolitico como a cualquier sustancia con la capacidad de reducir la proteina fibrina la principal conformadora de la base de la formacion de un
coagulo en monémeros basicos

-Células gigantes multinucleadas:

Elemento celular conformado por la fusién de multiples macréfagos con la consecuente creacién de una célula mucho
mayor en dimensiones capaz de poder fagocitar elementos gigantes de cuerpo extrafio presentes en el granuloma.

VIIT ANEXOS
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