UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
“/[SMAEL COSIO VILLEGAS”

EFECTO DE LA APLICACION DE LA MEZCLA DE ACIDO HIALURONICO Y COLAGENO
POLIVINIL-PIRROLIDONA Y DE LA MITOMICINA C SOBRE LA EXPRESION DE
DECORINA EN LA CICATRIZ POSTRAQUEOPLASTIA EN UN MODELO EXPERIMENTAL
CANINO

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE OTORRINOLARINGOLOGIA Y CIRUGIA DE
CABEZA Y CUELLO

PRESENTA:

DR. ARTURO IVAN GONZALEZ GONZALEZ

BAJO LA DIRECCION DE:

M. EN C. J. RAUL OLMOS ZUNIGA

CO-TUTORES:
DR. ARTURO RAMIREZ GARCIA

DRA. CLAUDIA HERNANDEZ JIMENEZ

PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE OTORRINOLARINGOLOGIA Y CIRUGIA DE
CABEZA'Y CUELLO:

DR. ARTURO RAMIREZ GARCIA
MEXICO, DF. JULIO 2013.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



M. en C. J. Raul Olmos Zufiga

Investigador en Ciencias Médicas “D” del Departamento de Cirugia
Experimental INER

Asesor de Tesis

Dr. Arturo Ramirez Garcia

Profesor Titular del Curso de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y
Cuello INER y Jefe del Departamento de Otorrinolaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello INER y Co-Asesor de Tesis

Dra. Claudia Hernandez Jiménez

Investigadora en Ciencias Médicas “B” del Departamento de Cirugia
Experimental INER

Co-Asesora de Tesis

Dr. Juan Carlos Vazquez Garcia

Director de Ensefanza INER



COLABORADORES

Dr. Rogelio Jasso Victoria

Investigador en Ciencias Médicas “D” y Jefe del Departamento de Cirugia
Experimental INER

Dr. Miguel Gaxiola Gaxiola

Investigador en Ciencias Médicas “C” del Departamento de Morfologia INER

Q.F.B. Matilde Baltazares Lipp

Adscrita al Departamento de Cirugia Experimental INER



AGRADECIMIENTOS.

En primer lugar le agradezco y dedico este trabajo a mis padres por todos los
afnos de apoyo incondicional, de paciencia y amor; sin éllos mi formacién no hubiera

sido posible, asi como gracias a éllos las cosas han tomado sentido.

A mi hermana Paola y a Miguel por la compafia, la convivencia, por respetar

mi espacio y apoyar mis suefos.

A Lupe por caminar a mi lado, por darme la oportunidad de crecer, aprender

y compartir tanto, asi como por llenarme de ilusién y motivacion.

A mis compaferos de residencia Jenny, Raul y Pony por ensefiarme la
importancia de nunca perder la risa y siempre avanzar como equipo. Por otro lado a
Karen, gracias por ensefarnos a alzar la cabeza y ver hacia adelante, te debemos
mucho. A todos los residentes con quienes pude convivir y de quienes me llevé
experiencia, conocimiento y momentos increibles, Ingeborg, Karlita, Schobert,

Daniel, Mario, Chuy, Michaca, Miriam, Liz, Rosalba, lohannan y Rosty.

A todos mis profesores del INER, en especial al Dr. Gabriel Tona por su
amistad, al Dr. Ramirez por ser un ejemplo como lider y médico. A la Dra. Cristerna,
a la Dra. Sanchez, a la Dra. Carranco, a la Dra. Tirado, a la Dra. Prieto, al Dr.

Jimenez y al Dr. Davila por tantas oportunidades y ensefianzas.

Al Departamento de Cirugia Experimental en especial al Dr. Jasso, a Raul y
a Claudia por haberme extendido su mano y haber estado ahi en mi formacion

desde que inicié la carrera de Medicina.

A todas las enfermeras y trabajadores del Instituto, Chuyita, Porfi, Gaby,
Betty, Jessy, Andrea, Irma, Anita, Ema, Marthita, Carmelita, Tere, Agustina, Arturo,
pero sobre todo a Cecilia por todo su carifio y ejemplo como persona, enfermera y

amiga.



iNDICE

INDICE. ... ..o, 1

RESUMEN.. ... 2

ANTECEDENTES. ... .o 3

JUSTIFICACION . ...ovuiiiiiiiiie e 14
HIPOTESIS. ..o 15
OBUETIVOS . .. 15
MATERIALY METODOS........oiiiiiiiieeeiee e, 16
RESULTADOS . ... 24
DISCUSION. .. ..ottt e, 29
CONCLUSIONES...... .o, 37
ANEXOS. .. 38

REFERENCIAS. ... 47



RESUMEN.

Titulo. Efecto de la aplicacién de la mezcla de Acido Hialurénico y Colageno
Polivinil-pirrolidona y de la Mitomicina C sobre la expresion de decorina en la
cicatriz postraqueoplastia en un modelo experimental canino.

Introduccion. Las cicatrices fibroticas contienen altas cantidades de colagena
y bajas de decorina. Las estenosis laringotraqueales son un ejemplo de estas;
por lo que la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion (MDC) en el tejido
danado podria evitarlas. El acido hialuronico (AH) y la colagena polivinil
pirrolidona (CPVP) disminuyen y previenen la inflamacion y fibrosis, pero el
efecto de su combinaciéon postraqueoplastia no se ha descrito.

Objetivo. Determinar el efecto de la aplicaciéon tépica de AH, CPVP, la mezcla
AH-CPVP y MC sobre la expresion in situ de decorina y deposicion de
colagena en la cicatriz postraqueoplastia en un modelo experimental canino.

Material y métodos. En 30 perros postraqueoplastia cervical se aplicaron
diferentes MDC: Grupo I: SSF. Grupo Il: AH. Grupo Ill: CPVP. Grupo IV: AH-
CPVP y Grupo V: Mitomicina C (MC). Se evaluaron 4 semanas clinica y
traqueoscopicamente. Concluido el estudio se valoro la cicatriz macroscopica y
microscopicamente, mediante inmunohistoquimica la expresion de decorina y
bioquimicamente se cuantifico la colagena.

Resultados. Traqueoscopica, macroscopica y microscopicamente los grupos
grupos I, Ill'y IV mostraron menor inflamacion (p< 0,001 ANDEVA, Tukey), el
grupo | fibrosis severa (p< 0,001 ANDEVA, Tukey) y colagena desorganizada.
La expresion de decorina fue superior en los grupos Il y IV (p<0.01 ANDEVA,
Tukey). Los grupos IV y V desarrollaron menor cantidad de colagena en
comparacion con el grupo | (p<0.001 ANDEVA, p<0.01Tukey).

Conclusién. De acuerdo con lo descrito en el presente trabajo, se puede
concluir que la aplicacion tépica de CPVP, asi como de la mezcla AH-CPVP en
la anastomosis de traqueoplastias, incrementa la expresion in situ de decorina,
lo cual pudiera formar parte del mecanismo de accion a través de lo cual
reducen la cantidad de colagena formada postraqueoplastia, favorecen la
organizacion de las de las mismas, disminuyen el infiltrado inflamatorio y evitan
la formacion de una estenosis traqueal.

Palabras clave: Cicatrices fibroticas, deposicion de colagena, expresion in situ
de decorina, moduladores de la cicatrizacion, acido hialuronico, colagena
polivinil pirrolidona.



Efecto de la aplicaciéon de la mezcla de Acido Hialurénico y Colageno
Polivinil-pirrolidona y de la Mitomicina C sobre la expresiéon de decorina

en la cicatriz postraqueoplastia en un modelo experimental canino.

ANTECEDENTES.

El cartilago es una variedad de tejido conjuntivo, el cual es avascular y esta
constituido de una matriz extracelular (que representa mas del 95% de su
volumen), condrocitos, ceélulas condrogénicas, condroblastos y pericondrio.
Este, de acuerdo a su contenido de proteinas fibrosas especificas se clasifica
en hialino, articular y elastico. La cirugia del cartilago es parte de varias
disciplinas quirurgicas como la ortopedia, otorrinolaringologia, cirugia plastica y

reconstructiva y traumatologia.

La otorrinolaringologia se encarga del tratamiento quirurgico de patologias
adquiridas o congénitas del esqueleto cartilaginoso de la oreja, nariz, laringe y

traquea (1).

Cicatrizacion.

La cicatrizacion es un proceso complejo y dinamico que se encarga de
restablecer la continuidad anatémica y funcional de un tejido cuando se lesiona
(2,3).

El proceso de cicatrizacién de las heridas se compone por una secuencia de
pasos denominados inflamacion, proliferacion y maduracion. En estas fases las
células epitelialiales, endotelialiales e inflamatorias, plaquetas y fibroblastos
interactuan para restaurar el tejido lesionado. Después de la fase inflamatoria

(0-5 dias), se inicia la fase proliferativa cuando los fibroblastos llegan al tejido



lesionado e inician la sintesis de colagena (3-14 dias). En la fase de
maduracion (7 dias-1 afio) se inicia la remodelacién y termina la sintesis de la
colagena nueva y la formacion de tejido cicatrizal. El deposito de colageno
comienza cuando los fibroblastos entran a la herida entre 48-72 h después de
la lesion. La colagena de la herida alcanza su nivel maximo a las 2-3 semanas
posteriores a la lesion (4).

Cuando se presenta una lesion la respuesta de cicatrizacion puede ser normal
o patologica de acuerdo a la eficiencia y control con el que se realicen eventos,
sefalizaciones celulares y produccion de matriz extracelular de cada fase de la
cicatrizacion. Las reparaciones normales de los tejidos se caracterizan por
mostrar un equilibrio entre la formacién y la remodelacion de la cicatriz.
Mientras que la cicatrizacion patolégica puede presentar fibrosis (por una
excesiva deposicion de colagena), cicatrizacion deficiente o retrasos en la
cicatrizacion  (por insuficiente deposicion de matriz de tejido conectivo o
mantenimiento de la fase inflamatoria de la cicatrizacion), las cuales alteran la

estructura morfologica del tejido y su funcion (5).

Fisiologia de la cascada normal de la cicatrizacion.

La respuesta normal de cicatrizacion se inicia en el momento en el que se
lesiona el tejido y las plaquetas entran en contacto con la colagena expuesta y
con otros elementos de la matriz extracelular (6). Este contacto provoca que las
plaquetas liberen factores de coagulacién, citocinas y factores de crecimiento
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor de
crecimiento de transformante beta (TGF-R) (7), los cuales inician la quimiotaxis

de neutrofilos, macrofagos, células del musculo liso y fibroblastos. Ademas



estimulan la mitogénesis de los fibroblastos y células musculares lisas de las
células productoras de matriz para asegurar una rapida deposicion de nuevo
tejido conectivo en el sitio de la lesion. Después de que se produjo la
hemostasia, los neutrofilos llegan al sitio de la herida e inician con la fagocitosis
para eliminar los cuerpos extrafos, bacterias y tejido dafiado.

A las 48 horas post-lesion se activan los monocitos y se convierten en
macrofagos de la herida que continuan con el proceso de fagocitosis y su
presencia indica que la fase inflamatoria va a concluir y que se inicia la fase
proliferativa. Durante la fase proliferativa los macrofagos y linfocitos T envian
sefales que regulan la actividad de los factores de crecimiento, atraen a los
fibroblastos y se inicia la produccion de colagena, fibronectina y proteoglicanos
de la nueva matriz extracelular (8). Al mismo disminuye la secrecion de
proteasas responsables de la degradacion de la matriz. Por ultimo la colagena
liberada en el espacio extracelular sufre hidroxilacion y forma enlaces cruzados
estables, se reticula (esta etapa de reticulacion de la colagena es la que le da

fuerza y estabilidad con el tiempo) y se inicia la maduracién de la cicatriz (2,9).

Fisiopatologia de las cicatrices fibréticas.

La formacion de cicatrices fibréticas siempre estda precedida de una
prolongacion o exageracion de la fase inflamatoria de la cicatrizacién. Durante
esta fase se presenta un incremento en la sintesis de citocinas fibrogénicas
que promueven un incremento en la produccion de tejido conectivo en la matriz
extracelular (MEC). Este incremento en la MEC puede ser originado por una
produccion excesiva de colagena, fibronectina y otros proteoglicanos o a la

disminucién en la degradacion de estas proteinas (generalmente por la falta de



colagenasas), lo que promueve un aumento importante en las fibras de
colagena y su desorganizacién provocando un defecto en la remodelacién. La
remodelacion de la cicatriz también se ve alterada por una diferencia en la
composiciéon de los proteoglicanos de la herida ya que se incrementa la
concentracion de versican (aumenta el contenido de agua en la cicatriz,
alterando el proceso de reorganizacion de las fibras de colageno,
traduciéndose en la presencia de un tejido mas rigido) y disminuye la
concentracion de decorina que promueve la formacion de fibras gruesas y
desorganizadas de colagena (10). Con base en esto se puede mencionar que
la formacidén de cicatrices fibroticas se debe mas a las alteraciones de la matriz

extracelular que a la cantidad de fibroblastos presentes en la herida.

Matriz extracelular.

La matriz extracelular (MEC) esta constituida por varios componentes, los
cuales determinan la histologia especifica de cada 6rgano y provee células con
informacion biolégica, asi como una base mecanica para la adhesion y
migracion entre otras funciones. La MEC esta formada por un conjunto de
proteinas extracelulares como colagena, elastina, proteoglicanos (PGs) y
glicosaminoglicanos (GAG) (11-13). Las dos proteinas fibrosas mas
importantes de MEC son la colagena y la elastina, las cuales son las
responsables de proporcionar las propiedades mecanicas de los tejidos como
la capacidad de resistir la tensién, compresion, extensibilidad y torsion. Los
PGs tienen una funcion estructural y metabdlica, mientras que los GAG en
conjunto con los primeros sirven de puentes de union entre los componentes

de la matriz y las células (14-16).



La decorina es un proteoglicano pequefio (90 y 140 kDa) rico en leucina con un
nucleo proteinico de 330 aminoacidos que tiene una cadena lateral del
glicosaminglicano dermatan sulfato cerca de su porciéon amino-terminal y tres
oligosacaridos. El nucleo de esta contiene varios sitios de unidon para un gran
numero de componentes de la MEC incluyendo colagena, fibronectina vy
tromboespondina. La decorina se encuentra en gran una variedad de tejidos e
interactua con diversas proteinas que estan involucradas en el ensamblado de
la matriz (principalmente colagena tipo |) y en la regulacion de funciones
biolégicas fundamentales como la adhesion celular, migracion y proliferacion.
Ademas tiene un efecto antiproliferativo, favoreciendo la sobreexpresion de los
inhibidores de la kinasa ciclica dependiente como el p21 y p27 o a través de su
capacidad para interactuar con los factores de crecimiento. Es bien conocido
que la decorina se une al TGF-B que es un factor importante en la cicatrizacién
de heridas e inhibe su actividad biolégica sobre varios tipos de células y se ha
demostrado experimentalmente que tiene un efecto antifibrotico en el rifidn,
pulmon, cerebro y musculo (17-20).

En estudios previos se ha demostrado que la decorina regula la union de la
colagena en la MEC e influye en su porcentaje de formacion y grosor de las
fibras, por lo que las alteraciones en la expresion y la deposicidon de la misma
pueden influir en la deposicion y organizacion de la colagena durante la
remodelacion de la cicatriz (13,21-24). Esto se ha confirmado en varios
estudios de cuerdas vocales lesionadas en los que se ha visto que la presencia
de decorina en la lamina propia de estas, favorece la formacion de cicatrices

minimas (25,26); sin embargo el papel de los proteoglicanos y las



glicoproteinas no han sido el foco de los esfuerzos de investigacion para el

proceso cicatrizal de la traquea.

Traquea.

La traquea es un 6rgano tubular de forma circular que se encuentra sostenida
por anillos cartilaginosos en forma de herradura que se conectan por detras
mediante una membrana elastica, posee una porcion extratoracica y otra
intratoracica y su funcion es llevar el aire inspirado ya sea por la nariz o boca
hacia las zonas de intercambio gaseoso (27).

El cuerpo de la traquea se compone principalmente de cartilago hialino y su
estructura es a base de colagena tipo Il y bandas de agrecano, los cuales se
encuentran rodeados por una zona fibrosa formada por elastina, asi como
colagena tipo |. La relacion entre el agrecano y la colagena Il son los
responsables de mantener la 6ptima flexibilidad de los cartilagos traqueales,
mientras que la relacion que existe entre la decorina y la colagena tipo | es
necesaria para mantener la integridad estructural de los anillos traqueales
(28,29); por lo que cualquier respuesta de cicatrizacion traqueal en la que no se
sinteticen proteoglicanos provocara anormalidades en las propiedades
morfolégicas y mecanicas del tejido, estenosis o traqueomalacia debido a la
rapida formacion de cicatriz o a la ausencia de este, ya que que la cicatrizaciéon
del cartilago traqueal es un balance entre la deposicidn de colagena tipo | en
forma de tejido cicatrizal y la reparacion por la expresion de colagena tipo I, IlI
y proteoglicanos, asi como la severidad de la inflamacion del sitio de lesion

(30,31).



Estenosis traqueales.

La traquea al ser una estructura tubular semirrigida, como se menciono
previamente, tiene la desventaja de que cualquier tejido de cicatrizacidon
formado como parte de la evolucion natural de una herida que tiende a
estrechar su lumen y a este proceso lo conocemos con el nombre estenosis.
Una estenosis traqueal puede ser provocada por lesidn e isquemia de la
mucosa por intubacion orotraqueal prolongada, cirugia traqueal, endoscopias,
infecciones, inflamacion cronica o factores congénitos en la respuesta de
cicatrizacion y se define como la reduccion anormal en el calibre de la luz
traqueal, ya sea por retraccion de una cicatriz o por depésito de tejido fibroso
durante el proceso de cicatrizacién, lo cual da como consecuencia la limitacién
del flujo de aire hacia los pulmones, un problema clinico grave que compromete
la vida de los pacientes (32-36).

El mecanismo fisiopatologico por el que se forma una estenosis traqueal en
una intubacion prolongada (causa mas frecuente) obedece una serie de pasos
secuenciales los cuales inician con una necrosis isquémica de la mucosa
debido a la presion por el globo de la canula endotraqueal. Posteriormente la
mucosa se ulcera y en presencia de bacterias la infeccion produce una
pericondritis y una condritis con reabsorcion cartilaginosa. Una vez iniciado el
proceso de cicatrizacion inicia la formacion submucosa de tejido fibroso asi

como la contraccion cicatrizal (37).

Tipos de estenosis traqueales.
A grandes rasgos podemos dividir las estenosis traqueales segun su etiologia

en Congénitas y Adquiridas encontrandose dentro del segundo grupo la gran



mayoria y a su vez subdividiéendose éstas en; Traumaticas (intubacion
prolongada, traqueostomia, trauma laringeo externo, posrradiacion,
quemaduras endotraqueales térmicas o quimicas, etc.), Infecciosas (Escleroma
respiratorio, Sifilis, Tuberculosis, Lepra, Sarcoidosis, etc.), Inflamatorias
(Granulomatosis de Wegener, Policondritis recidivante, Lupus eritematoso
sistémico, etc.), Neoplasicas (Papilomatosis, Carcinoma, Linfoma, etc.) o

Idiopaticas.

Dentro del grupo postraumatico, donde encontramos la mayoria de las
estenosis, se ha reportado una incidencia de estenosis traqueal posterior a la
traqueostomia y a la intubacion orotraqueal prolongada que va del 0.6% al 21%

y del 6% al 21% respectivamente (38).

Para su estudio se han desarrollado diversos sistemas de clasificacion los
cuales son de ayuda importante en el momento de decidir la opcion terapéutica
adecuada asi como en algunos casos su pronostico como en el caso de la
clasificacion de McCaffrey para el numero de pacientes que se lograran

decanular.

La clasificacion de Myers-Cotton mide el porcentaje circunferencial de una
estenosis dividiéndola en; Grado | (0-50%), Grado Il (51-70%), Grado Il (71-

99%) y Grado IV (sin lumen detectable) (39).

MCaffrey las dividio segun el subsitio afectado asi como por su longitud en
Grado | (subgldtica o traqueal pura <1cm), Grado Il (subglotica >1cm), Grado |l
(subgldtica y traqueal sin involucro de glotis) y Grado IV (estenosis con

extension a glotis) (40).
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Tratamiento de las estenosis traqueales.

Se podrian considerar 3 factores en la planeacion del tratamiento de una
estenosis no neoplasica: la etiologia, el sitio y la severidad. El sitio de la
estenosis es el factor de mayor peso al seleccionar el tipo de manejo
quirurgico, asi como por otro lado la severidad de la estenosis sugiere la

probabilidad de éxito (40).

A su vez existe una gran gama de opciones de tratamiento lo cual obedece a la
complejidad en su manejo y a los resultados considerablemente lejos de la
perfeccion, dividiendo éstos en dos grandes grupos, abierto o endoscopico;
aunque en ambos la formacidn de tejido de cicatrizacion y reestenosis

comprende la causa mas frecuente de falla quirurgica (41).

Se han practicado diversos procedimientos como las dilataciones con balén o
canulas, la colocacion de los distintos tipos de férulas intratraqueales (silastic o
metalicas expandibles) y la permeabilizacion con laser, pero
desafortunadamente estas han sido en gran numero de casos solamente de
tipo paliativo (42,43).

Actualmente el estandar de oro continua siendo la traqueoplastia termino-
terminal, reportandose un 5%-20% de reestenosis postquirurgico (32,44,45).
Existen otras alternativas en el tratamiento conocidas como adyuvantes dentro
de los cuales se ha utilizado la aplicacién de farmacos como los esteroides,
mitomicina C (MC), antiinflamatorios no esteroides y agentes latirbgenos, con el
fin de modular el proceso de cicatrizacion y prevenir la formacién de una
cicatriz excesiva (46-48).

Para disminuir las estenosis traqueales, también se ha evaluado la utilidad de

farmacos como los esteroides, antiinflamatorios no esteroideos y algunos
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farmacos como la 5 fluorouracil, triamcinolona y (-aminopropionitrilo para
prevenir la formacién de una cicatrizacion excesiva, pero ninguno ha tenido el
exito deseado (35,46,48).

Existen otros medicamentos como el acido hialurénico (AH) (49,50), colagena
polivinil-pirrolidona (CPVP) (51,52) y la mitomicina C (35,53,54), que han
demostrado ser buenos moduladores de la cicatrizacion.

El AH es un componente de la matriz extracelular de la herida fetal, el cual
modula la fibrogénesis de colagena durante el proceso de cicatrizacion de las
heridas fetales y favorece la regeneracion, asi como la reparacion tisular con
menor inflamacién y fibrosis (34,43,49,50). Este medicamento ha sido usado
con buenos resultados para la disminucion de procesos fibréticos en el
tratamiento de la osteocondritis de rodilla (55), regeneracion de las heridas de
la mucosa nasal (56) y para prevenir la formacion de adherencias
intrabdominales postquirurgicas (50,57). También se ha observado en estudios
experimentales que este medicamento evita las estenosis traqueales (34,43).
La colagena polivinil-pirrolidona (CPVP) es un farmaco constituido por una
mezcla de colagena porcina tipo | irradiada con rayos gamma y polivinil-
pirrolidona (CPVP), el cual tiene actividad fibrinolitica y actua como
remodelador de procesos fibrosos debido a que inhibe la expresion de
moléculas de adhesion (ELAM-1, VCAM-1), asi como de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas (IL-13, TNF-a, TGF-1B y PDGF-AB) (58). Se ha
observado que la aplicacion intralesional semanal (vida media del farmaco) de
este medicamento para el tratamiento de las cicatrices queloides e

hipertréficas, en fibrosis dérmicas y de tendones disminuye el volumen de la
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cicatriz, desaparece el infiltrado inflamatorio y restablece la arquitectura

dérmica normal de la cicatriz tratada con ésta (51,52).

Experimentalmente se ha observado que disminuyen las adherencias
intrabdominales (59) y su uso postraqueoplastia sola o0 en combinacién con el
AH disminuye la cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal en
el sitio de la anastomosis y provoca que la consistencia del tejido traqueal sea
mas firme que la del tejido normal (34,43,60,61). Ademas en las miringotomias

favorece la cicatrizacion de la membrana timpanica (62).

La mitomicina C es un antibiotico antineoplasico producido por el Streptomyces
caespitosus, el cual inhibe la proliferacion y actividad de los fibroblastos
evitando la fibrosis y formacion de cicatriz. Este farmaco ha mostrado buenos
resultados cuando se usa como un tratamiento adyuvante después de la
realizacion de gran numero de procedimientos oftalmicos para disminuir la
recurrencia del pterigion, prevencion de estenosis en cirugia de glaucoma,
fibrosis del nervio o6ptico (35,53,54,63,64) y disminucion de las estenosis

laringotraqueales.

Aunque en la literatura se ha reportado que tanto la mezcla AH-CPVP y la MC
disminuyen la cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal; aun
no se ha descrito si esta disminucion se debe a que estos farmacos alteran la
expresion y deposicion de los proteoglicanos de la MEC; es por lo que en este
estudio se valord el efecto de la aplicacion postraqueoplastia de los mismos

sobre la produccion de decorina.
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JUSTIFICACION.

Las estenosis traqueales son originadas por mala cicatrizacion y es uno de los
problemas mas dificiles de resolver para el otorrinolaringdlogo. Lo cual afecta
de forma importante la calidad de vida del paciente ya sea por restriccion
importante de la actividad fisica, por infecciones respiratorias recurrentes, por
el riesgo de insuficiencia respiratoria aguda, o por el hecho de tener que portar
una canula de traqueostomia de forma temporal o permanente. La cicatrizacion
de lesiones traqueales depende de un balance entre los componentes de la
MEC (proteoglicanos, glicoproteinas, metaloproteinasas, etc) y la deposicion de
colagena en el tejido cicatrizal. La decorina es un componente de la MEC que
regula la unién de la colagena en la misma e influye en la deposicidon y
organizacion de la colagena durante la remodelacién de la cicatriz. En la
literatura se ha reportado que la mezcla AH-CPVP y la MC disminuyen la
cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal; sin embargo aun
no se ha descrito si esta disminucion se debe a que estos farmacos alteran la
expresion y deposicion de los proteoglicanos de la MEC; es por lo que en este
estudio se evaluo el efecto de la aplicacion de estos farmacos
postraqueoplastia sobre la produccion de decorina; lo cual permitiria fomentar
otras lineas de investigacion mejorando las opciones de tratamiento para

pacientes con estenosis traqueal.
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HIPOTESIS.
La aplicacion de la mezcla de AH-CPVP y la MC postraqueoplastia incrementa

la expresion de decorina, lo cual disminuira el grado de estenosis traqueal.

OBJETIVO GENERAL.
Determinar el efecto de la aplicacién de la mezcla AH-CPVP y la MC sobre la
expresion de decorina en la cicatriz postraqueoplastia en un modelo

experimental canino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
- Evaluar los cambios macroscopicos y microscopicos producidos por la mezcla
AH-CPVP y la MC sobre la cicatriz formada, después de su aplicacion

postraqueoplastia en perros.

- Determinar la cantidad de colagena formada en la cicatriz traqueal, después
de la aplicacion topica postraqueoplastia de la mezcla AH-CPVP y la MC en

perros.

- Determinar inmunohistoquimicamente el efecto de la aplicaciéon de la mezcla
AH-CPVP y la MC sobre la expresion de decorina en la cicatriz

postraqueoplastia en un modelo experimental canino.

MATERIAL Y METODOS.
El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional

de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas (INERICV).
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Animales de experimentacion.

Se utilizaron 30 perros mestizos, sanos, sin importar el sexo o la edad, con un
peso entre 15 y 20 Kg. Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
de la Norma Oficial Mexicana (65) y de la Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals de los Estados Unidos (66).

Criterios de inclusion.

Se incluyeron perros clinicamente sanos, sin antecedentes de alguna
enfermedad respiratoria desde su llegada al bioterio del INER”ICV” y antes de

que se les realizara la cirugia.

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

cuello, fueron excluidos del estudio.

Criterios de eliminacion.

Todo animal que presento signos clinicos de cualquier patologia que no fuera

provocada por el procedimiento quirurgico, fue eliminado.
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Criterios de terminacion.

Todo animal que mostro dolor excesivo provocado por la cirugia y no cedié al

uso de analgésicos.

Grupos de Estudio.

Los animales fueron divididos en 5 grupos de estudio:

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

convencional con aplicacion intraluminal de solucion fisiologica.

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

convencional con aplicacion intraluminal de AH.

Grupo Il (n=6): Reseccion de tres anillos traqueales cervicales vy

traqueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de CPVP.

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

traqueoplastia convencional con aplicacion intraluminal de la mezcla AH-CPVP.

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

convencional con aplicacion intraluminal de MC.

Técnica quirurgica.

Todos los perros fueron inducidos a la anestesia con hidrocloruro de xilacina
(Rompun, Bayer, Leverkusen Germany) a dosis de 0.1 mg/Kg y 6 mg/kg de
propofol (Recofol, PISA, Guadalajara, México) via intravenosa (IV),
posteriormente fueron intubados con una sonda orotraqueal (Baxter, California,

USA) y la anestesia se mantuvo con isofluorano al 1.5% (67).
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Bajo anestesia general se realizd6 una incisibn media en la region cervical
ventral, se diseco por planos hasta llegar a la traquea, la cual se diseco en toda
su circunferencia y se le resecaron tres anillos traqueales a nivel medio de la
traquea cervical (3°,4° y 5° anillo), se introdujo una canula orotraqueal en la
porcidon distal de la misma para mantener la ventilacion y se realizd
anastomosis término terminal con polidioxanona de 3 ceros (PDS, Ethicon,
New Jersey USA) con surgete continuo en la porcion membranosa y puntos
separados en la cartilaginosa. Finalmente se continuio con el cierre
convencional. A todos los perros se les aplico como analgésico acido
tolfenamico (Tolfedine, Vetoquinol, Lure Cedex, Francia) (2mg/kg IM) y
tramadol (Tradol, Grunenthal, D.F., Meéxico) (2mg/kg IM), asi como
enrofloxacina (5 mg/Kg) (Baytril, Bayer, Leverkusen, Germany) IM durante 5

dias.

Tratamiento.

En los grupos |, II, Il y IV, el tratamiento se aplico inmediatamente después de
la cirugia y cada semana (durante 4 semanas), mientras que en el grupo V solo

se aplico durante el procedimiento quirurgico.

Para la aplicacion del tratamiento en los grupos I, II, lll y IV, los animales se
sometieron a anestesia general y a través de visidn directa con un equipo de
videocirugia se introdujo una canula orogastrica hasta el sitio de la
traqueoplastia para la instilaciéon del farmaco. En el grupo | se instilaron 3
mililitros de solucién fisiolégica. En el grupo Il se 15 microgramos de AH

diluidos en 3 ml de agua destilada (dosis usada para evitar adherencias
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intrabdominales y estenosis uretrales e intestinales y para prevenir las
estenosis traqueales) (43). Los perros del grupo lll recibieron 28.2 mg de CPVP
(que es la dosis utilizada para los problemas de piel y tendones vy
experimentalmente en estenosis traqueales cronicas) diluidos en 3 ml de
solucion fisioldgica (34). Mientras que en el grupo IV se instilaron una mezcla

de AH-CPVP a la dosis antes mencionada.

En los animales del grupo V se instilaron directamente sobre ambos extremos
de la traquea resecada (antes de llevar a cabo la anastomosis) 1.2 mg de MC,
diluidos en 3 ml de SSF (dosis utilizadas para las estenosis traqueales) y 5

minutos después de haber sido instilada, la traquea fue lavada con SSF (35).

Evaluacion.

El estudio tuvo una duracion de 4 semanas.

Clinica.

A todos los perros se les realizd evaluacion clinica diaria durante la primera
semana posquirurgica, cada tercer dia en la segunda y semanalmente las 2
semanas restantes. En esta se evaluo la presencia de disnea, estridor y el
estado de la herida quirurgica.

Traqueoscopica.

En todos los animales se llevo a cabo evaluacion traqueoscépica antes de la
cirugia, cada tercer dia durante las 2 primeras semanas postcirugia y cada
semana el tiempo restante del estudio. En esta se evalu6 el estado de la
anastomosis, inflamacion y la presencia de fistulas o estenosis. Cuando esta

ultima se presento, el grado fue evaluado de acuerdo a la escala descrita por
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Cotton (39): Grado 1 =0 — 50 % estenosis, Grado 2 =51 - 70 %. Grado 3 = 71

- 99 % y Grado 4 = Luz no detectable.

Macroscopica.

Al concluir el estudio (cuatro semanas postcirugia) todos los animales fueron
sometidos a eutanasia con sobredosis de pentobarbital sodico (Anestesal,
Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara, México) (67) y se evalué macroscopicamente
la cicatrizacion de la anastomosis, presencia de dehiscencia, infeccion y la
formacion de fistulas. Posteriormente se retiré el segmento anastomosado, se
incidié por la parte membranosa de la traquea para evaluar la cicatrizacion de
la mucosa y el estado de la luz traqueal.

De este tejido obtenido una porcién de la parte membranosa de la traquea fue
designada para la cuantificacion bioquimica de la colagena formada en la
cicatriz traqueal y el restante para estudio histolégico e inmunohistoquimica

para determinar la expresion de decorina.

Microscopica.

Para la evaluacibn microscopica las muestras tomadas de los sitios de
anastomosis se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas se incluyeron
en parafina, se les realizaron cortes de 4y, se tiieron con hematoxilina-eosina y
tricromica de Masson y se les evaludé la presencia de fibrosis, forma y
distribucion de la fibras de colagena, grado de inflamacion, asi como la
neovascularizacion.

La evaluacidn de éstos se llevo a cabo en toda la circunferencia de la muestra

mediante una escala semicuantitativa descrita por Veiga (68), en la cual a cada
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parametro evaluado se le asigno un grado de acuerdo a la intensidad de los
cambios histopatolégicos (grado 1: ausente 0-10%, grado 2: leve 11-25%,

grado 3: moderado 26-50% y grado 4: severo 51-100%).

Inmunohistoquimica.

La determinacion de decorina en la cicatriz traqueal se llevo a cabo por
inmunohistoquimica y para esto a las muestras incluidas en parafina se les
realizaron cortes de 3 micras, se montaron en laminillas silanizadas, se
desparafinaron durante 20 minutos a 80°C, se deshidrataron mediante
transferencia en xilol por 5 minutos, posteriormente 1 minuto en alcohol,
después se colocaron en una camara de recuperacion de antigenos con buffer
de citratos pH 6, se recuperaron antigenos con calor en bafio Maria 20 minutos
a 70°C, se dejo enfriar y se lavaron con Triz-buffered saline with tween (TBST)
3 veces por 3 minutos. La peroxidasa endogena se removié con peroxido de
hidrégeno y suero bloqueador durante 10 min., se lavo nuevamente con TBST.
Una vez eliminada la peroxidasa endodgena, se utilizo el sistema Biotina-
Streptavidina-peroxidasa, (Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame,CA), las
secciones de tejido fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-decorin
abcam ab67449, diluidos en buffer (suero bloqueador) durante 24 horas a 4°C,
pasado este tiempo fueron lavadas nuevamente con TBST 3 lavados de 3
minutos cada uno y se procedié a la incubacion con el segundo anticuerpo
biotilinado universal (Vectastain Universal Quick Kit, Burlingame,CA) 10
minutos, lavandose al final 3 tiempos de 3 minutos cada uno, fueron incubadas
con streptavidina/peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit Burlingame,CA)

por 10 minutos y se lavaron como ya se describio, se utilizd
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3,3 'Diaminobencidina (DAB) Sigma-aldrich como revelador durante 5 minutos y
finalmente se trataron con Hematoxilina para virar el contraste. Se realizaron
controles negativos en todos los grupos sustituyendo el anticuerpo primario por

TBST.

La cuantificacién de la expresion de decorina fue realizada con el software

Image J http://rsbweb.nih.gov/ij/), desarrollado por el National Institute of Health

(NIH). Para esto se adquirieron las imagenes de microscopia en formato digital,
a través de un microscopio, una camara fotografica digital, una computadora y
software necesario para capturar las imagenes. Todas las fotografias se
tomaron a la vez y se adquirieron con el mismo objetivo y el mismo tiempo de
exposicion. De esta manera nos aseguramos que las diferencias que
obtengamos son debidas a una mayor area positiva para el marcador y no a

que la imagen tiene una exposicion mayor.

Una vez que se tuvieron las imagenes se cuantificd el area positiva con el
siguiente proceso: 1) se abrio la imagen a cuantificar. (Aunque se muestra una
imagen RGB, unicamente se abri6 la imagen del canal a analizar en blanco y
negro (8 u 16 bits). Se separaron los canales de una imagen RGB combinada
de la siguiente manera: Image > Color > Split Channels, adquiriendo y salvando
cada canal por separado para su posterior analisis. 2) Image > Adjust >
Threshold seleccionar “Default” y “B&W”. Se ajusto el limite superior al maximo
(255 en una imagen de 8 bits) y el inferior en donde se reproduzca la silueta
(en negro) del area positiva de manera fiel. Se mantuvo una copia abierta de la

imagen para comprobar que la silueta correspondi6 con el area positiva.
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Bioquimica.

En la evaluacion bioquimica se determiné la concentracion de hidroxiprolina por
gramo de tejido traqueal. La determinacion se realizé por el método de
Woessner (69,70) en dos muestras de la misma traquea, la primera de ellas se
tomd inmediatamente después de la traqueoplastia, mientras que la segunda
muestra se tomoé cuando el estudio concluy6. Las muestras se colocaron cada
una dentro de un vial que se pesd previamente, inmediatamente después de
colocar la muestra se obtuvo el peso “mojado” y posteriormente se mantuvo en
una estufa a 80°C hasta que se pudo obtener el peso “seco” de las muestras.
Obtenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con acido clorhidrico 6N
(J.T.Baker) durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se
filtraron y se colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido
clorhidrico. El residuo obtenido, se llevo a pH de 7.0 y se aforo a un volumen
de 10 ml con agua destilada, de esta ultima dilucion, se tomé una alicuota de
volumen variable de acuerdo con cada una de las muestras y se determiné la
concentracion de hidroxiprolina presente en la muestra.

Para realizar la determinacion de hidroxiprolina, se preparé una curva estandar
que contenia 1 mg de hidroxiprolina/1 ml de agua (SIGMA,Co), se ajusto para
la preparacion de los estandares de hidréxiprolina en concentraciones de 200,
400, 600, 800 y 1000 wl de hidroxiprolina y se incluyé un blanco que contenia
agua destilada. Posteriormente, en todos los tubos se adicion6: 1 ml de
cloramina T (SIGMA Co) 0.05M disuelta en metilcelosolve (SIGMA Co), agua y
amortiguador de fosfatos pH 6.0, 1 ml de acido perclérico 3.0N (J.T. Baker), 1
ml de solucién de paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA Co) al 20% en

metilcelosolve. El ensayo se incub6 durante 20 minutos a 60°C y concluido el
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tiempo de incubacion, se obtuvo la absorbancia de cada muestra, para esto se
utilizé un espectrofotometro (DU 640,Beckman) ajustado a una longitud de

onda de 560 nm.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los hallazgos clinicos y endoscopicos, se llevé a cabo
con la prueba de Kruskall-Wallis debido a que eran datos no paramétricos,
mientras que para los hallazgos histoldgicos, cuantificacion de la colagena y la
expresion de decorina se realiz6 mediante las pruebas de ANDEVA y Tukey.

Los valores de p<0.05 fueron considerados como significativos.

RESULTADOS.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico, asi como al

tiempo de estudio establecido.

Hallazgos clinicos.

Clinicamente solo 3 (50%) animales tratados con SSF (grupo |) mostraron
estridor al ladrido, sin que éste afectara su ventilacion. En los otros grupos no

se observo alguna diferencia clinica importante.

A la revisidon de la herida quirdrgica en ningun animal se presenté sangrado
postoperatorio, ni dehiscencia. En todos los grupos ésta se mostré inflamada
durante la primera semana después del procedimiento quirurgico, pero ésta se

encontro bien cicatrizada a las 2 semanas postcirugia.

24



Hallazgos traqueoscopicos.

En todos los perros la anastomosis traqueal se observé bien cicatrizada a los 7
dias postcirugia.

En todos los animales (100%) del grupo | (SSF), y V (MC), las 2 primeras
semanas del estudio la mucosa traqueal se observé edematosa e hiperémica;
sin embargo estos signos desaparecieron en la tercera semana postcirugia.
Solo en 1 caso (16.7%) del grupo | la mucosa traqueal se mantuvo asi hasta el
final del estudio. En los grupos Il (AH) y lll (CPVP) la mucosa se observé de
esta manera durante los primeros 5 dias, mientras que en el grupo IV se
observd asi durante los primeros 3 dias postcirugia, en estos animales la
traquea se mostr6 de apariencia normal a la segunda semana
postraqueoplastia.

Tres animales (50%) del grupo | mostraron estenosis grado | de la
anastomosis, 2 (33.3%) en la segunda y 1 (16.7%) en la tercera semana
postcirugia, la cual permanecio hasta el final del estudio.

En el grupo Il, solo un perro (16.7%) presento estenosis grado | de acuerdo
con la escala de Cotton (39), con reduccion de la luz de la traqueal del 50%.
Ningun animal de los grupos Ill (CPVP), IV (AH-CPVP) y V (MC) desarrollo
estenosis; una vez que desaparecieron el edema y la hiperemia mostraron una
evolucion endoscopica satisfactoria hasta el final del estudio.

Al comparar la evolucion endoscopica dentro de cada grupo y entre grupos se
observo que las traqueas a las que se les aplico SSF presentaron mayor

porcentaje de estenosis e inflamacion (Kruskall-Wallis p<0.05) (FIGURA 1).
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Hallazgos Macroscépicos.

En ningun grupo se observoé la presencia de dehiscencia, infeccion o fistulas.
En todos los grupos se observo la anastomosis bien cicatrizada. En el 100% de
los animales del grupo | se observd abundante tejido fibroso en la porcidn
externa de la traquea. Mientras que en los otros grupos de estudio se aprecid
desarrollo de tejido fibroso leve. Sin embargo a la palpacidén del sitio de la
anastomosis, en los animales tratados con la mezcla (grupo V) la consistencia
de esta era muy fuerte y con pérdida de la elasticidad.

A nivel de la mucosa traqueal en todos los perros (100%) del grupo | se
observd abundante tejido fibroso a diferencia de los otros grupos de estudio
que fue leve. En los grupos |, I, Ill y IV a nivel de la anastomosis hubo
desarrollo moderado de vasos de neoformacion tanto sobre el cartilago como

sobre la mucosa traqueal; pero en el grupo V, la presencia de estos fue leve.

Hallazgos Microscépicos.

Microscopicamente en todos los casos (100%) del grupo | se observo fibrosis
severa, con nuevas fibras de colagena gruesas y desordenadas, asi como
moderada neovascularizacion. Ademas 2 de estos animales (33.4%)
presentaron inflamacion leve en la lamina propia y 4 (66.6%) severa en todas
las capas de la traquea, a base de linfocitos, con presencia de células gigantes
a cuerpo extrafio en la zona de las suturas (FIGURA 2). En los animales del
grupo tratado con AH (grupo Il), 5 perros (83.4%) mostraron moderado
desarrollo de nuevas fibras de colagena densa, delgada y bien organizada, asi

como fibras elasticas y moderada neovascularizacion, también presentaron
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reaccion inflamatoria leve en la submucosa y lamina propia de la traquea. El
otro animal de este grupo (16.6%) presento reaccion inflamatoria intensa a
base de linfocitos en todas las capas de la traquea, con reaccion
granulomatosa al material de sutura y formacion severa de fibras de colagena
gruesas y desordenadas (FIGURA 3).

Los 6 animales (100%) del grupo Il (CPVP) desarrollaron moderada cantidad
de nuevas fibras de colagena gruesas, bien organizadas y moderada cantidad
vasos de neoformacion. Todos (100%) los sujetos de estudio desarrollaron
inflamacion leve; sin embargo 2 (33.4%) de estos animales mostraron reaccion
inflamatoria a base de linfocitos en la lamina propia (FIGURA 4).

En todos (100%) los animales tratados con la mezcla AH-CPVP (grupo 1V), se
observd el desarrollo moderado de fibras de colagena delgadas, bien
organizadas, asi como fibras elasticas y leve neovascularizacion. En 5
animales (83.4%) se observo inflamacion leve y en 1 (16.6%) moderada en
todas las capas de la traquea (FIGURA 5).

En el grupo V, los 6 animales (100%) cicatrizacidon caracterizada por
moderadas fibras de colagena, delgadas, bien organizadas y leve
neovascularizacion, pero en todos los casos se observo inflamacién moderada
a base de linfocitos (FIGURA 6).

En todos los grupos el cartilago traqueal se observdé normal a excepcion de la
zona en la que se llevo a cabo la anastomosis, la cual mostré degeneracion del
mismo. También se apreciaron zonas de pérdida del epitelio en el sitio de la

anastomosis.
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Al comparar el grado de fibrosis solo se observo que la desarrollada por el
grupo | fue importante vs los otros grupos de estudio (p< 0,001 ANDEVA,
Tukey) (GRAFICA 1).

El delgado grosor de las fibras de colagena presentado por los grupos I, IVy V
fue estadisticamente significativo en comparacién con los otros grupos
(p<0.001 ANDEVA, Tukey) (GRAFICA 2).

Al valorar la organizacion de las fibras de colagena, se observo que el grupo |
fue el unico que mostro desorganizacién de las mismas (p<0.001 ANDEVA,
Tukey) (GRAFICA 3).

Con respecto a la inflamacion se observd que los animales de los grupos Il y
IV desarrollaron menor grado inflamacion que los otros grupos de estudio
(p<0.005 ANDEVA, Tukey) (GRAFICA 4).

Ademas el grupo IV (AH-CPVP) mostro leve presencia de infiltrado linfocitario y
leve neovascularizacion en comparacion con los otros grupos (p<0.001
ANDEVA, Tukey) (GRAFICA 5).

La presencia de células gigante a cuerpo extrafio mostrada por el grupo |
también fue significativa en comparacion con los otros grupos de estudio

(p<0.05 ANDEVA, Tukey).

Hallazgos inmunohistoquimicos

Al valorar la expresion in situ de decorina en las anastomosis traqueales, se
observo que los grupos Il y IV mostraron mayor expresion que sus anillos
controles (p<0.01 ANDEVA, p<0.01 Dunnett) y que los grupos | y V (p<0.01

ANDEVA, p<0.01 Tukey). Aunque en el grupo Il hubo mayor expresion de
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decorina que los anillos controles y los grupos | y V, esta no fue significativa

(p= .987 ANDEVA, Tukey) (GRAFICA 6), (Figura 7 y 8).

Hallazgos Bioquimicos.

Al cuantificar bioquimicamente los mg de colagena por gr de tejido traqueal
mediante el método de Woessner, se observo que en el grupo IV (AH-CPVP),
asi como en el V (MC) se mantuvo similar a la de los anillos controles, pero
disminuyo en comparacion con los otros grupos de estudio, sin embargo esta
disminucién solo fue significativa vs el grupo | (SSF) (p<0.001 ANDEVA, p<0.01

Tukey) (GRAFICA 7).

DISCUSION.

La cicatrizacion es un proceso de reparacion o regeneracion de un tejido
dafiado mediante una cicatriz o un tejido igual al existente previo a la lesidn, la
cual involucra una cascada de eventos complejos que requieren de
interacciones coordinadas entre las células, factores solubles, asi como los
componentes de la matriz extracelular y dependiendo de la eficiencia y control
con el que se realicen eventos, se producira una cicatriz normal o patolégica
(2,10). Las cicatrices fibroticas son un ejemplo de cicatrices patologicas y son
consecuencia de un mecanismo de reparacion en el que se sustituye el tejido
normal perdido con una matriz extracelular (MEC) en la que predomina la
colagena y disminuye la decorina; ademas siempre estan precedidas de una
prolongacion y/o exageracion en la fase inflamatoria de la cicatrizacidon

(5,10,71). Las estenosis laringo-traqueales estan constituidas por una fibrosis
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desproporcionada que obstruye la luz traqueal e impide la circulacion de aire en
ambos sentidos y representan un gran reto para los cirujanos cabeza y cuello y
de torax. Para el tratamiento de éstas se han utilizado tanto procedimientos
endoscopicos (ejem. dilatacion con globo, permeabilizacion con laser) como
abiertos (traqueoplastia), con la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion,
con el proposito de manipular farmacolégicamente de manera temprana la
formaciéon de la nueva MEC después de haberse tratado fisicamente y
disminuir la reestenosis, pero no se ha tenido el éxito deseado debido a que se
ha observado que no evitan la reestenosis, retardan la cicatrizacion,
predisponen a la acumulacion aguda de moco y producen defectos en la
revascularizacion de la mucosa; por lo que es necesario buscar otros

moduladores de la cicatrizacion que eviten esto (35,48,72).

En el departamento de cirugia experimental del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas se ha trabajado con el AH,
asi como con la CPVP y se ha observado que su aplicacion tépica en varios
tejidos modifica la respuesta inflamatoria aguda y cronica respectivamente
(58,59) y en la traquea disminuyen la cantidad de colagena formada por gramo
de tejido postraqueoplastia (34,62); sin embargo no se ha estudiado el efecto
de la mezcla AH-CPVP sobre la expresion de decorina y la produccién de

colagena en las cicatrices postraqueoplastia.

En este trabajo se describe el efecto de la aplicacion topica de la mezcla AH-
CPVP y la MC sobre la expresion de decorina y la produccidén de colagena en

la cicatriz postraqueoplastia en un modelo experimental canino.
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Los hallazgos clinicos y endoscopicos de este estudio mostraron que en todos
los casos se presentd cicatrizacion traqueal; sin embargo en los grupos
tratados con AH, CPVP y la mezcla AH+CPVP (ll, Ill, 1V), los signos de
inflamacion tuvieron menor duracidn. Probablemente esto fue ocasionado
porque el AH favorece la proliferacion de células mesenquimales que producen
un infiltrado inflamatorio monocelular, el cual disminuye el proceso inflamatorio
agudo, local y periférico (34,43,49,50,73,74), ademas la traquea se encontrd
bien cicatrizada porque el AH permitié la migracidén y proliferacién celular, ya
que éste permanece en el cartilago por 2-3 semanas durante la reparacion de
las heridas (75,76).También al ser un componente mayoritario de la MEC
posee la capacidad de absorber grandes cantidades de agua en el espacio
intercelular (77). Mientras que la CPVP inhibe la produccion de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas como se ha descrito en otros estudios de
cicatrizacion traqueal y en otros tejidos (34,51,52,58,59). El retraso en la
desaparicion de la inflamacién en el grupo V fue porque este farmaco no tiene
efecto antiinflamatorio e incluso a los 2 meses de su aplicacion, provoca
inhibicion en la revascularizacion, irritacion del sitio lesionado, acumulacion de
detritus fibrinoides, tejido de granulacidn y necrosis del cartilago traqueal
expuesto con pérdida de soporte como lo han descrito Roh (72,78, Iiiguez (79),
Lama (80), Hueman (81) y Hardillo (82) al estudiar los efectos de la MC clinica
y experimentalmente. La presencia de edema en la traquea post aplicacion de
la MC aun no ha sido esclarecido del todo; pero se sabe que su efecto
antiproliferativo retrasa la cicatrizacibn pero no previene los procesos
inflamatorios (83). En estudios realizados en la cérnea se ha descrito la

presencia de edema en el postoperatorio temprano y se atribuye a que el
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farmaco retrasa la reepitelializacion, provoca cambios en la morfologia
endotelial, incrementa la apoptosis, la formacion de vacuolas y de vesiculas
(84).

Los hallazgos macroscopicos observados en el grupo Il, coinciden con los
reportados por otros autores, los cuales sugieren que el desarrollo de cicatrices
menos fibroticas formadas en estos animales se produjo porque el AH es
condroprotector, promueve la formacidn de menores cantidades de células
inflamatorias, altera la formacion del coagulo de fibrina y actua directamente
sobre la funcion de los fibroblastos, disminuyendo la produccion de colagena y
tejido cicatricial compacto con lo que se evita la formacion de cicatrices
fibroticas (34,71,85). En el grupo tratado con CPVP estos hallazgos se
pudieron haber presentado porque éste farmaco tiene actividad fibrinolitica e
inhibe la expresion del TGF-B1 (51,52,58,59). Se puede pensar que la
moderada presencia de tejido fibroso y la consistencia firme del sitio de la
anastomosis a la palpacion externa, en el grupo tratado con la mezcla, pudiera
ser ocasionado porque la mezcla de estos farmacos permite el desarrollo de
colagena, pero posiblemente pudiera influir en la produccion de otros
componentes de la MEC como la elastina y la fibronectina, lo que ocasionaria
que el tejido traqueal tratado con éstos pierda su elasticidad y sus paredes se
hagan rigidas; aunque esto aun no se ha estudiado con estos farmacos, podria
ser la causa de ésto como lo observo Lee et al al estudiar el la pérdida de las
propiedades elasticas en el ducto lacrimal con el uso de MC (86).
Probablemente la leve cantidad de vasos sanguineos observados en la
endoscopia y estudios macroscopicos del grupo V, se vio disminuido porque la

estimulacion de la angiogénesis durante la cicatrizacion de las heridas se
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presenta durante las dos primeras semanas después de la cirugia (87) y la MC
tiene efecto entre la 2 y 4 semanas postratamiento e inhibe la angiogénesis
porque bloquea expresién del factor de crecimiento de endotelio vascular como
lo describié Su et al al estudiar el efecto de este farmaco en la cicatrizacion
poslaminectomia (88). A diferencia de la moderada presencia de vasos de
neoformacion en los grupos I, lll y IV donde éstos farmacos no inhiben la
angiogénesis, favorecen la migracion celular en el endotelio y ademas el AH
mejora la microcirculacion y reduce la extravasacion (58,87,89-91).

La presencia de moderado desarrollo de nuevas fibras de colagena bien
organizadas y vasos de neoformacion; mostraron que la aplicacion temprana
de AH en la anastomosis traqueal evita la degradacion del cartilago y permite la
regeneracion de la arquitectura normal del tejido (92). Estos hallazgos
coinciden con lo descrito por Ferguson (71), Sanchez (93) y Cowin (94,95) que
han estudiado la cicatrizacion fetal y en adultos en diferentes tejidos y con lo
observado en la traquea (43). Los hallazgos observados en el grupo lli
coinciden con lo reportado por Fielder et al (96) al estudiar cicatrices fibroticas
postquemaduras, confirmaron que la inhibicién de las citocinas profibrogénicas
como lo hace la CPVP, promueve la formacion de fibras de colagena
organizadas como se observa en los tejidos normales (58,90,91). Mientras que
los hallazgos del grupo IV; probablemente fueron originados porque el AH
disminuyo el infiltrado inflamatorio agudo y la CPVP el cronico, lo cual favorecid
la produccién y depdsito organizado de colagena en la MEC como se ha
descrito en otros tejidos (34,43,71,93-95). En el grupo tratado con MC, la
presencia de fibras de colagena bien organizadas fue originada porque este

farmaco en la MEC provoca apoptosis de los fibroblastos y una disminucion en
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la proliferacion de los mismos a través de la reticulacion del ADN, lo que impide
la replicacion de fibroblastos y células epiteliales y con esto retrasa la
reepitelizacidn y contraccidon. Nuestros resultados coinciden con los hallazgos
histolégicos descritos por Abbas et al (97) al estudiar los cambios
microscopicos producidos por la MC y el fluoracil en miringotomias y con los
descritos por Ozturk (98) que investigo los cambios histopatoldgicos producidos
por la aplicacion tépica de este farmaco en la mucosa mastoidea. Asi mismo
concuerdan con lo descrito por Reza et al y Eliashar que estudiaron los efectos
de esta droga en estenosis traqueales (41,99).

Histologicamente la presencia de linfocitos fue debida a que durante el proceso
de cicatrizacion migran a la herida después de los polimorfonucleares vy
macrofagos, produciendo linfocinas y factores de crecimiento que estimulan a
los fibroblastos para la produccion de colagena. Estos hallazgos coinciden con
lo descrito por Barbul (100), Agaiby (101) y Tsirogianni (102) quienes
mencionan que los linfocitos T favorecen el depdsito de colagena y un
incremento en la fuerza tensil de la herida. En el presente trabajo, en el grupo
IV (AH-CPVP) la menor presencia de infiltrado linfocitario posiblemente pudo
ser ocasionado porque el control inflamatorio que proporciona la combinacién
de éstos farmacos, inhibe tanto el infiltrado agudo como el cronico y por lo tanto
diminuyen la quimiotaxis y estimulacion de los linfocitos (37,43,71,93-95). Estos
hallazgos nos podrian hacer suponer que esta mezcla tiene un efecto benéfico
durante la fase de fibroplasias durante la cicatrizacién; aunque no se debe de
descartar el riesgo de disminuir la fuerza tensil de la cicatrizacion traqueal
desencadenando una ruptura del sitio de anastomosis, la cual es una

complicacion no reportada en ninguno de los animales de nuestro estudio.
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Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las
suturas de un animal del grupo | es una respuesta de inflamacién crénica
granulomatosa, en la cual el material de sutura que fue el utilizado para la
anastomosis, actué como un irritante y provoco la fusion de los macrofagos,
que al digerir el referido material dieron lugar a la formacion de células gigantes
a cuerpo extrano (43).

En éste trabajo en los grupos Il y IV se encontré un incremento en la
expresion de decorina en el sitio de la anastomosis traqueal, esto fue
probablemente porque la CPVP tiene la capacidad de inhibir la produccién de
citocinas fibrogénicas y proinflamatorias principalmente la citocina antagonica
de la decorina, TGF-B1 (59); con lo cual los niveles de ésta se mantuvieron
elevados, regulando la organizacion de la colagena en la MEC influyendo sobre
su cantidad formada, asi como en el grosor de sus fibras (21-25). En los
resultados de este estudio se observa que, por si mismo el AH incrementa de
una forma no significativa, la cantidad de decorina, pudiendo ser que la
presencia del AH junto con la decorina (ambos componentes de la MEC)
proporcionan un entorno extracelular que aumenta la adhesién celular,
migracion, proliferacion y diferenciacion, asi como el ensamblado de la MEC. A
su vez también quedando ejemplificada la importancia del AH al mezclarlo con
CPVP ya que en ese grupo la expresion de decorina se mantuvo, en

comparacion con el resto de grupos, en los niveles mas elevados.

En los grupos tratados con AH y CPVP (IL,Ill y 1V) se observé menor cantidad
de fibras de colagena debido a que la decorina es un proteoglicano de
adhesion presente en la matriz extracelular que cuenta en su nucleo con

diversos sitios funcionales de unién entre los cuales se encuentran dos para la
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colagena (103,104); por lo que al entrar en contacto con ésta, impide que las
moléculas de colagena se unan entre si con lo que modifica la fibrilogénesis y
modula su diametro y organizacion fibrilar (105-107). Por otro lado la formacién
de vasos sanguineos en estos grupos probablemete fue originada porque la
decorina interviene en las interacciones endoteliales célula-matriz y en conjunto

con factores de crecimiento como el VEGF que controlan la angiogénesis (96).

La evaluacién bioquimica mostré que la mezcla AH-CPVP y la mitomicina C
disminuyen de manera importante la cantidad de colagena desarrollada por gr
de tejido traqueal en comparacion con el grupo tratado con SSF, esto puede
explicarse porque el tratamiento con el AH y la CPVP disminuye la inflamacién
e incrementa la produccion de decorina posiblemente influyendo en el
porcentaje de formacidn, organizacion y grosor de la colagena formada en la
MEC (13,21-25), mientras que la MC provoca apoptosis de los fibroblastos e
inhibe su replicacion, proliferacion y actividad (35,53,54,63,64). Estos hallazgos
coinciden con lo descrito por los hallazgos observados por Reza (41), Eliashar
(99), Doolin (108), Senders (109) y McCurdy (110) quienes estudiaron los

efectos de diferentes farmacos sobre la cicatrizacion traqueal.
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CONCLUSIONES.

De acuerdo con lo descrito en el presente trabajo, se puede concluir que la
aplicacion topica de CPVP, asi como de la mezcla AH-CPVP en la anastomosis
de traqueoplastias, incrementa la expresion in situ de decorina, lo cual pudiera
formar parte del mecanismo de accion a través de lo cual reducen la cantidad
de colagena formada postraqueoplastia, favorecen la organizacién de las de
las mismas, disminuyen el infiltrado inflamatorio y evitan la formacion de una

estenosis traqueal.
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ANEXOS.

Fibrosis histoldgica postraqueoplastia después de la
aplicacion de moduladores de la cicatrizacidn

# animales

3.5

3

2.5

2
1.5
1
0.5
0

CPVP AH CPVP Mltomlcma

Grupos de estudio

promedio t desviacion estandar
*p< 0,001 ANDEVA, Tukey

Grafica 1. Muestra la el grado de fibrosis observada en cada grupo al final del estudio.

Grosor de las fibras de coldgena en la histologia postraqueoplastia
después de la aplicacion de moduladores de la cicatrizacidn

Grosor fibras de colagena
2.5

1.5
1
0 ‘

CPVP AH-CPVP Mltomlcma

Grupos de estudio
promedio * desviacidn estandar
*p<0.001 ANDEVA, Tukey

Grafica 2. Muestra el mayor grosor microscopico de las fibras de colagena mostrado por los

grupos tratados con | y Ill postraqueoplastia.
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Organizacion histoldgica de las fibras de coldgena postraqueoplastia
después de la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion

Organizacion fibras
de colagena

2.5

0.5

SSF AH CPVP AH-CPVP Mitomicina

Grupos de estudio

promedio * desviacion estandar
*p<0.001 ANDEVA, Tukey

Grafica 3. Se observa la mejor organizacion de las fibras de colagena postraqueoplastia en los

grupos lll, IV y V durante el estudio histoldgico.

Grado de inflamacion histoldgica postraqueoplastia después
de la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion

Grado de
inflamacion

3

2.5
2

1.5
1 -

0.5 ~ l
0

CPVP AH-CPVP Mltomlcma

Grupos de estudio

promedio * desviacion estandar
*p<0.005 ANDEVA, Tukey

Grafica 4. Se observa el menor grado de inflamacion desarrollada por los grupos Il y IV

postraqueoplastia.
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Grado de infiltrado linfocitario postraqueoplastia después de la
aplicacién de moduladores de la cicatrizacion

Grado infiltrado
linfocitario

4

35 I
3 _
2.5 - 1
2 _
15 *
1 .
-
0 - ‘ ‘
SSF AH

CPVP AH-CPVP Mitomicina
Grupos de estudio

promedio * desviacion estandar
*p<0.001 ANDEVA, Tukey

Grafica 5. Muestra la infiltracion linfocitaria desarrollada por todos los grupos de estudio

postraqueoplastia.

Expresion in situ de decorina postraqueoplastia
después de la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion

Pixeles

250

230

*%
210 T

190 T

170 T

150 +

130 T T T T
Precirugia SSF AH CPVP AH-CPVP Mitomicina
Grupos de estudio

promedio t desviacion estandar
*p< 0.01 ANDEVA, Dunnett, Tukey
**p< 0.001 ANDEVA, Dunnett, Tukey

Grafica 6. Muestra la expresion de decorina in situ al final del estudio en la cicatriz traqueal

postraqueoplastia en todos los grupos.
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Colagena por gramo de tejido traqueal postraqueoplastia
después de la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion

mg colagena/gr tejido traqueal

350
300

250

200

150

100

50

0 T T T
Precirugia SSF AH CPVP AH-CPVP Mitomicina
Grupos de estudio

promedio * desviacién estandar
*p< 0.01 ANDEVA, Dunnett, Tukey

Grafica 7. Muestra la cantidad de colagena formada en la cicatriz traqueal postraqueoplastia
en todos los grupos de estudio.
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AH-CPVP<

Figura 1. Traqueoscopia realizada 4 semanas postcirugia en todos los grupos de estudio.
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Figura 2. Fotomicrografia que muestra el granuloma formado en un animal del grupo de SSF

(grupo 1), abundante colagena e infiltrado inflamatorio. H-E 10x

Figura 3. Fotomicrografia en la que se observan fibras de colagena densa, delgada y bien
organizada entre el cartilago traqueal seccionado en un animal del grupo tratado con AH

(grupo Il). Masson 2.5x.
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Figura 4. Fotomicrografia que muestra moderada cantidad de fibras de colagena bien

organizada y vasos de neoformacion en un animal del grupo de CPVP (grupo Ill). Masson 40x.

Figura 5. Fotomicrografia en la que se observa moderada cantidad de fibras de colagena
delgadas, bien organizadas y fibras elasticas alrededor del cartilago traqueal en un perro
tratado con la mezcla AH-CPVP (grupo IV). Masson 2.5X
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Figura 6. Fotomicrografia en la que se muestran las fibras de colagena bien organizada entre
el cartilago traqueal, moderado infiltrado inflamatorio en un animal del grupo tratado con MC.
H-E 2x.

Figura 7. Micrografias de IHQ de tejido traqueal 40x, en la que se observa la expresion de
decorina en color ocre tenue en los grupos de SSF, AH y MC, y fuerte en los animales tratados
con CPVP y la mezcla AH-CPVP.
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Figura 8. Expresion de Decorina por grupo de estudio con vy sin filtro rojo.
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