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Efecto de la mezcla de Acido Hialurénico y Colageno Polivinilpirrolidona
sobre la expresion in situ de metaloproteinasas 1y 9 postraqueoplastia en
perros.

RESUMEN.
Introduccién. La estenosis traqueal (ET) es producto de una cicatrizacion patologica, en la

cual se produce una prolongacion y/o la exageraciéon de la inflamacién, incremento en la
produccion de colagena o una disminucién de la degradacion de esta proteina debido a la
ausencia de las metaloproteinasas (MMPSs). Por lo que, la aplicacion de moduladores de
la cicatrizacion (MDC) en el tejido dafiado podria evitarla. El acido hialuronico (AH) y la
colageno polivinilpirrolidona (CPVP) disminuyen y previenen la inflamacion y fibrosis, pero
el efecto de su mezcla aplicado después de la traqueoplastia no se ha descrito. Objetivo.
El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios endoscdpicos, macroscopicos,
microscopicos, bioquimicos y la expresion in situ de las MMP-1 y MMP-9 en la cicatriz de
la anastomosis traqueal tratada tépicamente con la mezcla AH-CPVP en perros. Material
y métodos. Treinta perros mestizos fueron sometidos a traqueoplastia cervical y tratados
con la aplicacién tépica de los diferentes MDC sobre la anastomosis traqueal de la
siguiente forma: Grupo | (n=6): SSF. Grupo Il (n=6): AH. Grupo Il (n=6): CPVP. Grupo IV
(n=6): AH-CPVP y Grupo V (n=6): Mitomicina C (MC). Todos los animales fueron
evaluados clinica y endoscépicamente. Cuatro semanas postcirugia fueron sometidos a
eutanasia y los cambios macroscopicos, microscoépicos, deposicion de colagena,
expresion in situ de MMP1 y MMP9 en la cicatriz de la anastomosis traqueal fueron
evaluados. La deposicion de colagena fue cuantificada con el método de Woessner;
mientras que la expresion in situ de las MMPs se realiz6 con inmunohistoquimica.
Resultados. Los estudios traqueoscépicos, macroscopicos y microscopicos en los grupos
[I, 'y IV mostraron menor inflamacion (p< 0,001 ANDEVA, Tukey). El grupo | mostré
fibrosis severa y colagena desorganizada. La expresion de MMP1 fue severa en los
grupos IV y V (p<0.01 ANDEVA, Dunnet, Tukey). Todos los grupos mostraron moderada
expresion de MMP9. Los grupos IV y V desarrollaron menor cantidad de coldgena
(p<0.001 ANDEVA, Tukey). Conclusion. La aplicacion tépica de la mezcla AH-CPVP
postragueoplastia incrementa la expresion in situ de MMP1 y moderada de MMP9,
disminuye la reaccion inflamatoria, deposicion de coldgena y favorece su organizacion en
la cicatriz traqueal. Palabras clave: Cicatrices fibroticas, moduladores de la cicatrizacion,
acido hialuronico, colagena polivinilpirrolidona, deposicién de coldgena, expresion in situ
de MMP1 y MMP9.



Effect of the mixture of Hyaluronic Acid and Collagen Polyvinylpyrrolidone on in

situ expression of metalloproteinases 1 and 9 in postracheoplasty scar in dogs.

Abstract

Introduction. Tracheal stenosis (TS) is product of a pathological wound healing process,
in which occurs a prolongation and/or exaggeration the inflammation, increased production
of collagen or a decreased degradation of these proteins due to the absence of
metalloproteinases (MMPs). Therefore, the application of wound healing modulators
(WHM) in the damaged tissue could prevent it. Hyaluronic acid (HA) and collagen
polyvinylpyrrolidone (CPVP) decrease and prevent inflammation and fibrosis, but the effect
of their mixture applied post-tracheoplasty has not been described. Objective. The aim of
this study was to evaluate the endoscopic, macroscopic, microscopic, biochemical and in
situ expression of MMP1 and MMP9 changes in a tracheal anastomosis scar after the
topical application of the mixture HA-CPVP in dogs. Materials and Methods: Thirty
mongrel dogs underwent cervical tracheoplasty and were treated with the topical
application of different WHM on tracheal anastomosis as follows: Group | (n=6): Control.
Group Il (n=6): HA. Group lll (n=6): CPVP. Group IV (n=6): HA-CPVP and Group V (n=6):
Mitomycin C (MC). All animals were submitted to clinical and endoscopic tracheal
evaluation. Four weeks post-surgery, the macroscopic, microscopic changes, collagen
deposition and expression in situ of MMP1 and MMP9 in tracheal healing were evaluated.
The collagen deposition was quantified by the Woessner method; while the expression in
situ of MMPs was done by immunohistochemistry. Results. Tracheoscopy, macroscopic
and microscopic studies in groups I, Ill and IV showed less inflammation (p <0.001
ANOVA, Tukey). Group | presented severe fibrosis and disorganized collagen. Expression
of MMP1 was severe in groups IV and V (p <0.01, ANOVA, Dunnett, Tukey). All groups
showed moderate expression of MMP9. Groups IV and V developed a lower quantity of
collagen (p <0.001 ANOVA, Tukey). Conclusion. The topical application of a combination
mixture of HA-CPVP post-tracheoplasty showed a severe expression in situ of MMP1 and
moderate of MMP9, diminished the inflammatory reaction, collagen deposition and

promotes its organization in the tracheal healing.

Keywords: Fibrotic scars, wound healing modulators, hyaluronic acid, collagen-

polyvinylpyrrolidone, collagen deposition, expression in situ of MMP1 and MMP9.
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ANTECEDENTES

ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA TRAQUEA

El sistema respiratorio en los mamiferos es un conjunto de érganos cuyas
funciones principales son el intercambio de oxigeno y dioxido de carbono
(gases respiratorios) entre el organismo y el medio ambiente, permitir el
equilibrio acido base y la termorregulacién. *? Se divide en tres zonas
anatomicas: conduccién, transicion y respiratoria. La zona conductiva incluye
la cavidad nasal, faringe, laringe, traquea, bronquios y bronquiolos, su funcién
es filtrar particulas como bacterias y polvo que entran con el aire inspirado,
calentarlo y proporcionarle humedad al mismo. La zona de transicion se
compone de bronquiolos respiratorios y conductos alveolares. Tanto la zona
conductiva como la de transicion contienen vasos sanguineos que sirven para
humidificar, filtrar y distribuir el aire rico en oxigeno a la unidad respiratoria,
ademéas de eliminar el diéxido de carbono del aire alveolar. ® La zona
respiratoria es el sitio de intercambio gaseoso entre el aire alveolar y la sangre,
y estd formada por los alveolos, que son la unidad anatomofuncional de los

pulmones y los capilares sanguineos 3.

La traquea tiene como funcion llevar el aire inspirado ya sea por la nariz o
boca hacia las zonas de intercambio gaseoso. Este oOrgano, es un tubo
semirrigido flexible que se extiende por la parte ventral del cuello (parte
cervical), desde la laringe, después entra a la cavidad toracica (parte toracica),
transita por el mediastino y a nivel de las vértebras toracicas IV o V se bifurca

en dos bronquios principales (derecho e izquierdo). En el perro esta se



encuentra formada por 35 a 45 cartilagos traqueales incompletos dorsalmente
(tiene forma de “C”). En la parte dorsal de la trdquea, se ubica la parte
membranosa, en donde se sitia el musculo traqueal. Los cartilagos traqueales

se conectan entre si por tejido conectivo fibroelastico (ligamentos anulares) .

Arterias y venas de la traquea

El principal flujo arterial de la traquea cervical proviene de la tiroidea inferior y
superior. La inferior se divide en tres ramas traqueoesofégicas, de las cuales la
primera irriga la trAquea cervical baja con poco aporte al es6fago. La segunda y
tercera aportan sangre tanto a la parte media como a la superior traqueal y
esofago. Se ha descrito que de la unidn de la arteria tiroidea inferior y superior
se forman de tres a siete ramas arteriales principales que penetran por el surco
eso6fago-traqueal, dividiéndose en ramas traqueales y esofagicas ©.

El drenaje venoso traqueal tiene lugar mediante pequefias venas que surgen
de la red mucosa y de la proximidad de las glandulas discurriendo en sentido
anteroposterior en los espacios intercartilaginosos, donde drenan en uno o dos
pequefios troncos longitudinales y estos en las venas esofagicas y tiroideas
inferiores ).

Inervacion de la traguea

La inervacion estd dada tanto por fibras simpaticas y parasimpaticas del
sistema nervioso autonomo. Las fibras simpaticas provienen de los ganglios
cervicales, y del tronco simpatico, las cuales actuan inhibiendo la contraccion
del musculo tragueal y secreciones glandulares, mientras que las fibras
parasimpaticas son ramas del nervio laringeo recurrente, que se encargan de

controlar la contraccién del misculo traqueal y secrecién glandular .



HISTOLOGIA TRAQUEAL

Histolégicamente en todos los mamiferos la traquea se compone de la parte
interna a la externa por una tunica mucosa, tela submucosa, tunica
fibromusculocartilaginosa y tunica adventicia (parte cervical) o serosa (parte
toracica) ¢

La tunica mucosa esta formada por un epitelio respiratorio (tejido epitelial
pseudoestratificado  columnar ciliado con exocrinocitos caliciformes
intercalados) su funciéon es la de actuar como barrera protectora ya que
produce moco, el cual filtra y remueve (a través de los cilios) las particulas
atrapadas dirigiéndolas hacia la parte craneal de la traquea.

Como parte de la tinica mucosa, por debajo del epitelio, esta la lAmina propia
formada por tejido conectivo laxo, principalmente a base de fibras elasticas,
también posee glandulas mucosas que tienen sus conductos de salida en la luz
traqueal ©.

La tela submucosa esta constituida por una capa de fibras elasticas.

En la tanica fiboromudsculocartilaginosa se encuentran los cartilagos traqueales,
ligamentos anulares y el masculo traqueal. El cartilago es de tipo hialino y esta
revestido por pericondrio, que se encarga de proporcionar el aporte sanguineo
y la eliminacion de los restos metabolicos celulares. El pericondrio entre anillo y
anillo se continda y forma un tejido conectivo fibroso que une a los cartilagos
entre si y su funcion es darle estabilidad a la traquea. Ademas el cartilago esta
compuesto por la matriz extracelular (MEC) y los condrocitos. La MEC es un
gel formado por una sustancia fundamental (compuesta de macromoléculas de
proteoglicanos y glicoproteinas estructurales que rellena el espacio entre las

células) y fibras de tejido conjuntivo. La MEC es el principal sostén celular de



diferentes 6rganos vy tejidos. Los condrocitos renuevan las macromoléculas de
la matriz del cartilago, sintetizan colageno principalmente de tipo I,
proteoglicanos y condronectina.

En la parte cervical de la traquea, la tinica adventicia es la cubierta externa y
se encuentra formada por tejido conectivo laxo y su funcion es unir a la trdquea
con los tejidos adyacentes ©". En la parte toracica esta tinica se convierte en
tinica serosa al entrar en contacto con el mediastino; la tdnica serosa esta

formada por un mesotelio soportado por fibras de tejido colageno laxo.

TRASTORNOS DE LAS VIAS RESPIRATORIAS CONDUCTORAS

Los trastornos de las vias aéreas conductoras son principalmente inflamatorios,
infecciosos y por alteraciones anatomicas originados por la presencia de
estenosis traqueal, neoplasias, traumas y malasia. ®

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INER), durante el 2012 acudieron 407 pacientes a la clinica de traquea por
diversas patologias y se realizaron 260 traqueostomias con colocacién y
cambio de canula, 61 dilataciones traqueales, 41 cirugias entre traqueoplastia,
laringotraqueoplastia, y laringoplastia, 24 resecciones de lesion en traquea y
bronquios, 18 cierres de fistula de via aérea. Estos procedimientos se realizan

con laser, asi como con la colocacién de prétesis traqueales ©.



ESTENOSIS TRAQUEAL

Las estenosis traqueales (ET) representan aproximadamente el 92% de las
patologias traqueales de origen benigno ® y se define como una disminucién
anormal en el calibre de la trAquea que provoca obstruccién de la via aérea
11).

Tipos de estenosis traqueales

Las estenosis traqueales pueden clasificarse de acuerdo a su localizacion y a
su etiologia.

a) Estenosis traqueales de acuerdo a su localizacion.

Esta clasificacién esta basada de acuerdo al sitio que afecta y se divide en: a)
Subglética que incluye los anillos traqueales inmediatos a la glotis, b) Cervical
que involucra Unicamente los anillos de la trdquea cervical y ¢) Toracica que

afecta la traquea toracica Y.

Cabe mencionar que para el estudio de su localizacion y extension se han
desarrollado otras escalas, las cuales han contribuido a decidir el tipo de
tratamiento a utilizar y han permitido en algunos casos establecer un
(12)

pronéstico. Dentro de esta escala se encuentra la clasificacion de McCaffrey

y la de Myers-Cotton ¥,

La escala de MCaffrey toma en cuenta el subsitio de lesiéon afectado, asi como
la longitud de la misma y se divide en Grado |: que es una estenosis subglotica
o traqueal pura < 1lcm, Grado Il: estenosis subglética >1cm, Grado Il
subgldtica y traqueal que no involucra la glotis y Grado IV: estenosis con

extension a glotis 2.



Por otro lado, la escala de Myers-Cotton se basa en la medicion del porcentaje
circunferencial de la disminucion de la luz traqueal y las divide en: Grado |
(disminucion de la luz traqueal de 0-50%), Grado Il (disminucién de la luz
traqueal del 51-70%), Grado Il (disminucion de la luz traqueal del 71-99%) y
Grado IV (sin luz traqueal detectable) ). En la clinica esta es la escala mas

utilizada.

b) Estenosis traqueales de acuerdo a su etiologia.

La etiologia de las ET en la mayoria de los casos son adquiridas y originadas
por diversas condiciones clinicas. La causa principal en humanos y perros
(aproximadamente 75-90% de los casos) es la intubacion prolongada y la
cirugia traqueal (traqueostomia y traqueoplastia) ®* **: aunque también se
ha descrito la presencia de infecciones locales, mal manejo de las secreciones
de la via aérea durante la intubacién y condiciones inflamatorias crénicas, 6%
gue provocan lesion de la mucosa traqueal, las cuales al cicatrizar sufren una
fibrosis desproporcionada en el sitio de la herida de la via aérea “?. Aunque en
la literatura también se ha descrito que son producto de una cicatrizacion
patolégica en la que se presenta una prolongacion y/o exageracion de la fase

inflamatoria que provoca incrementos en la produccién de tejido conectivo en la

MEC @324,

Las ET, también pueden ser de origen congénito hasta el 10% de los casos y

un 2-3% de origen idiopatico % 14 1%

Aunque las estenosis traqueales se han clasificado de varias formas de
acuerdo a su etiologia, el mecanismo fisiopatolégico por el que se forma una

ET después de una intubacion prolongada o cirugia, se inicia con la produccion



de una necrosis isquémica de la mucosa y ulceracion de la misma en el sitio
lesionado, lo cual se caracteriza por la aparicion de una inflamacion prolongada
en todas las capas de la traquea, acumulacién anormal de matriz extracelular
(MEC), excesiva formacion de tejido fibroso desorganizado e inadecuada

contraccion cicatrizal que obstruye la luz traqueal %©.

CICATRIZACION

La cicatrizacion es un proceso que se encarga de restablecer la continuidad
anatomica y funcional de un tejido mediante la reparacion o regeneracion del
tejido dafiado mediante un tejido igual al existente previo a la lesion o con una

cicatriz ¢" 29,

El proceso de cicatrizacion de las heridas tiene 3 fases: inflamacion,
proliferacion y maduracion, en las cuales se producen una serie de eventos
interrelacionados en los que las plaquetas, células inflamatorias, fibroblastos,
células epiteliales y endoteliales interactian para restaurar el tejido lesionado.

La fase inflamatoria se presenta unas cuantas horas después de haberse
producido la lesién, durante la cual migran hacia el sitio dafiado liquidos que
contienen proteinas plasmaticas, fibrina y células inflamatorias que eliminan los
restos celulares, fagocitan los microorganismos y el material extrafo.
Posteriormente los monocitos se convierten en macrofagos que fagocitan los
residuos restantes y producen enzimas proteoliticas. Finalmente, las células
basales de los bordes de la lesibn migran sobre la misma incision para cerrar la
superficie de la herida. Simultaneamente, los fibroblastos localizados en el

tejido conjuntivo mas profundo inician la reconstruccion del tejido no epitelial.



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 maduracién (7 dias-1 afio) se inicia la remodelacién y
termina la sintesis de la coldgena nueva y la formacién de tejido cicatrizal. El
deposito de coldgeno comienza cuando los fibroblastos entran a la herida entre
48-72 h después de la lesion. La colagena de la herida alcanza su nivel
méaximo a las 2-3 semanas posteriores a la lesién ©?.

Cuando se presenta una lesién la respuesta de cicatrizacion puede ser normal
o0 patoldgica 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 formacion y la remodelacion de la cicatriz.
Mientras que la cicatrizacion patologica 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 cicatrizacién), las cuales alteran la

estructura morfolégica del tejido y su funcién Gt 32,

Fisiologia de la cascada normal de la cicatrizacién

La respuesta normal de cicatrizacién se inicia en el momento en el que se
lesiona el tejido y las plaquetas entran en contacto con la coladgena expuesta y
con otros elementos de la matriz extracelular ®¥. 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 transformante beta (TGF-B) ©¥ los cuales inician la quimiotaxis de

neutrofilos, macréfagos, células del masculo 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 lesiébn. 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
macréfagos de la herida que continban 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 macréfagos y linfocitos T envian
sefales que regulan la actividad de los factores de crecimiento, atraen a los
fibroblastos y se inicia la produccion de coladgena, fibronectina y proteoglicanos
de la nueva matriz extracelular ®®. Al mismo tiempo disminuye la secrecién de
proteasas responsables de la degradacion de la matriz. Por Gltimo, 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 maduracion de la cicatriz ¢" %9,

En la traguea una cicatrizacion adecuada se presenta por un balance entre la
deposicion de colagena tipo I, Il y Ill, asi como la adecuada expresion de
proteasas y la presencia de una leve respuesta inflamatoria.

Las colagenas de los tipos I, Il y lll son las principales fibrilares. El tipo | se
encuentra en muchos tejidos conectivos, entre los que se incluyen la piel, los
huesos, los tendones y los ligamentos. El tipo Il es el principal tipo de colagena
del cartilago hialino. El tipo Il es menos abundante que los tipos | y Il, pero se
pueden encontrar pequefas cantidades en los tejidos que contienen el tipo I,

con excepciéon del hueso y el tenddn, y representa aproximadamente la mitad



de la colagena total en los principales tejidos del sistema cardiovascular como

las valvulas cardiacas y las principales arterias %7,

Todas estas colagenas son similares en tamafio y se caracterizan por tener
grandes dominios de triple hélice con alrededor de 1000 residuos de
aminoacidos o 330 repeticiones Gly- X- Y por cadena. Ademas, son
sintetizados como grandes precursores, que necesitan ser procesados hasta
coldgenas mediante la intervencion de las procolagenas peptidasas. Estas
coldgenas se caracterizan por su capacidad para ensamblarse formando
agregados supramoleculares altamente orientados con una estructura
caracteristica, la tipica organizacion de fibras escalonadas con didmetro de
entre 25 y 400 nm. En el microscopio electrénico, las fibrillas se definen por un
patron de bandas caracteristico con una periodicidad de aproximadamente 67
nm (llamada periodo D) debido a la disposicion escalonada de los monémeros
de colageno individuales.

La colagena tipo | es la mas abundante y estudiada de esta familia. Constituye
mas del 90% de la masa orgéanica del hueso y es la principal colagena de los
tendones, la piel, los ligamentos, la cérnea y muchos tejidos conectivos
intersticiales con excepcién del cartilago hialino, el cerebro y el cuerpo vitreo.
La triple hélice de la colagena tipo | es un heterotrimero formado por dos
cadenas idénticas al (I) y una cadena a2 (I). Las fibras helicoidales, in vivo,
suelen encontrarse entremezcladas con las fibras de colagena tipo Il (en la piel
y las fibras reticulares) o colagena tipo V (en el hueso, los tendones y la
cérnea). En la mayoria de los érganos, y fundamentalmente en los tendones, la

colagena tipo | proporciona rigidez a la tensién y en el hueso, es responsable
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de las propiedades biomecanicas relacionadas con la resistencia a la carga y la
tension ¢4 %),

La colagena tipo Il es el componente caracteristico y predominante del
cartilago hialino. En comparacion con la colagena tipo I, las cadenas de la tipo
[l muestran un contenido en hidroxilisina mayor, asi como residuos de glucosa
y galactosa que median la interaccion con proteoglicanos, otro componente
tipico de la matriz del cartilago hialino. Forma una red de fibrillas entre las que
se encuentran moléculas de proteoglicanos. Sin embargo, no es exclusivo del
cartilago, donde representa un 80% de la colagena total, ya que también se
encuentra en el cuerpo vitreo, el epitelio de la cérnea, la notocorda, el ndcleo
pulposo de los discos intervertebrales y el epitelio embrionario. La triple hélice
de la colagena tipo Il esta formada por tres cadenas al (II) formando una
molécula homotrimérica de tamafio y propiedades biomecanicas similares a las
de la tipo I. En el cartilago también se encuentran colagenas tipo IX y Xl, los
cuales se cree que actian limitando el diametro de las fibrillas de colagena tipo
Il a 15-50nm “¢-47),

La colagena tipo Ill es un homotrimero de tres cadenas al (lll) y esta
ampliamente distribuido en todos los tejidos que contienen colagena tipo |
excepto en el hueso y en los tendones. Es un componente importante de las
fibras reticulares en el tejido intersticial de los pulmones, el higado, la dermis, el

bazo y los vasos sanguineos 820
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Fisiopatologia de las cicatrices fibroticas

La formacion de cicatrices fibroticas siempre esta 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
gue promueven un incremento en la produccion de tejido conectivo en MEC, ya
sea por una produccion excesiva de colagena, fibronectina y otros
proteoglicanos o a la disminucion en la degradacion de estas proteinas
generalmente por la falta de metaloproteinasas (MMPs), lo cual provoca un
incremento en las fibras de colagena y la desorganizacion de las mismas, que
ocasiona defectos en la remodelacion @2,

El mecanismo por medio del cual se ve aumentada la cantidad de colagena, no
es por aumento en el volumen total de fibroblastos, sino por las alteraciones de
la matriz extracelular que a la cantidad de fibroblastos presentes en la herida,
hecho que se ha documentado mediante estudios experimentales que
muestran incremento en el RNAmM (mensajero) encargado de la produccion de
dichas sustancias. Igualmente, se ha podido documentar el hecho de que en la
degradacion, estas proteinas de matriz estan disminuidas. EI RNAmMm,
encargado de la sintesis de colagenasas, esta disminuido en estos tejidos. Por
lo que se presenta un déficit en la degradacion de la colagena vieja que tiene

como resultado que se forme una cicatriz inadecuada 3 39,
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MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular (MEC) es el principal sostén celular de diversos 6rganos
y tejidos (entre ellos la traquea) y tiene varias funciones como intervenir en la
organizaciéon y orientacion tisular, adhesion celular, migracion, diferenciacion,
proliferacion y apoptosis; también actia como un filtro biofisico de proteccién,
nutricion e inervacién celular, asi como en la generacion de la respuesta
inmune, angiogénesis, fibrosis y regeneracion tisular.

La MEC esta formada por varios componentes que se clasifican en tres grupos:
a) sustancia fundamental formada por proteoglicanos constituidos por una
proteina central y una o varias cadenas de glucosaminoglicanos, b) proteinas
estructurales (colagena y elastina) y c) proteinas de adhesion (fibronectina y
laminina). Estos componentes se encuentran interconectados y con esto le
confieren las propiedades estructurales a cada célula y tejidos; sin embargo
(como ya se menciond) cualquier alteracion de estos componentes durante la
regeneracion tisular, va a producir un déficit o exceso en la produccion de
colagena, fibronectina y proteoglicanos o la disminucién en la degradaciéon de
estas proteinas, lo cual va a provocar defectos en la remodelacién por la falta
de metaloproteinasas (MMPs), que se encargan de degradar las proteinas
integrantes de dicha MEC en su medioambiente inmediato “%49.

METALOPROTEINASAS

Las MMP, también denominadas metzininas forman una familia de al menos 28
enzimas proteoliticas *® y se caracterizan porque su sitio activo contiene un
ibn de zinc (Zn2+) que requiere de calcio (Ca2+) como cofactor para su
activacion; sin embargo cada MMP aungue posee una similitud estructural en la

(46, 47)

secuencia de aminoacidos, son controladas por un gen diferente. Estas
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se sintetizan como proenzimas inactivas (zimoégenos) que pueden almacenarse
en los granulos de las células inflamatorias, aunque la mayoria se secretan y
se encuentran ancladas a la superficie celular o a otras proteinas de membrana
o de la MEC.

Estructura

Todas las MMPs presentan una estructura comun compuesta basicamente de
cuatro dominios conservados: un péptido sefial o predominio, situado en el
extremo amino-terminal y que se elimina en el reticulo endoplasmaético, el cual
se encarga de determinar si la proteina va a ser secretada o anclada a la
membrana. Un propéptido o prodominio, de unos 80-90 aminoacidos que
contienen una cisteina conservada que mantiene la enzima en estado latente.
Cuando este dominio se procesa, la enzima se activa “®. El domino catalitico,
de unos 160-170 aminoé&cidos contiene el sito activo altamente conservado
donde se encuentran las tres histidinas que se unen al zinc catalitico. En esta
region se determina la especificidad hacia los diferentes sustratos, mediante
conformaciones especificas y regiones localizadas fuera del sitio activo. (Figura
1) Por ultimo, todas las MMPs, excepto MMP-7, MMP-26 y MMP-23, presentan
un dominio tipo hemopexina de aproximadamente 200 residuos que conecta
con el dominio catalitico a través de una region rica en prolina. El dominio
hemopexina que regula la union de la proteasa a distintos sustratos y a sus
inhibidores; interviene en la unidén y activacion de las MMPs en la membrana

celular y dirige ciertas actividades proteoliticas “* 47

También se ha descrito en algunos casos un dominio transmembrana, en el

caso de las MMPs asociadas a la membrana plasmatica.
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Dominio de tipo
hemopexina

Péptido Dominio
sefial  Propéptido Dominio catalitico transmembrana
—2+ '
Zn Dominio

citoplasmatico

Estructura basica: MMP7 y MMP26

G >

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMP1, MMP3, MMP2, MMP9...

G >

Estructura con dominios de tipo hemopexina y transmembrana: MT1-MMPs

Figura 1. Estructura basica de las metaloproteinasas (Tomada Coronato et

al, 2012)

Funciones de las MMPs:

Las MMPs intervienen en la mayoria de los procesos fisiolégicos que requieren
de remodelacion de la MEC y tienen un papel muy definido en los diversos
procesos celulares como la apoptosis, proliferacién, migracion y remodelacion
(43).

Las MMPs se expresan a niveles bajos en los tejidos normales, pero se
sintetizan y activan rdpidamente en situaciones que requieren la remodelacion
tisular, excepto la MMP-2, MMP-19, MMP-28 y varias MT-MMPs que se
expresan en condiciones fisioldgicas. La presencia de niveles altos de alguna
se ha asociado a la destruccion tisular en una amplia variedad de procesos
patolégicos como diseminacién de metastasis tumorales, artritis, formacion de
aneurismas, ateroesclerosis, etc. 147,

Debido a sus mudltiples funciones fisiologicas, en las cuales las MMPs actuan
como interruptor dual activando o inactivando funciones, es necesario que

estas enzimas estén estrictamente reguladas en multiples niveles, de forma
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que Unicamente se expresen y sean activas en el tipo celular, momento y lugar
adecuados “?).

Regulacion de la actividad proteolitica

La actividad proteolitica de las MMPs esta regulada a tres niveles diferentes:
transcripcional, activacion de la proenzima e inhibicion.

Regulacion transcripcional

La expresion génica de las MMP es regulada por una variedad de citocinas
tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), mediadores inflamatorios,
y factores de crecimiento.

Los mecanismos de regulacion transcripcional son mecanismos muy
complejos. Se ha demostrado que los promotores de estas contienen
elementos cis que permiten que la regulacién sea llevada a cabo por diversos
activadores trans, incluyendo AP-1, PEA-3, Sp-1, B-catenina/Tcf-4 y el NF-kB
(49).

Regulacién de la activaciéon de las proenzimas

Se ha demostrado que el paso primordial en la activacion de la forma latente de
las MMPs se basa en la ruptura del mecanismo de unién de bisagra que forma
el zinc con la cisteina (Cys), al ser desestabilizado por la accion de las
proteinasas tisulares o plasmaticas denominadas plasminas, calicreinas y
catepsinas “?.

El activador fisiologico principal de las MMPs es la via plasmina-plasmindgeno,
la cual se produce por la accion de la urocinasa activadora del plasminogeno
(uPA) y el activador tisular del plasminégeno unido a la fibrina (tPA), los cuales

son producidos por varios tipos de células, entre ellas, las musculares lisas,
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endoteliales y las implicadas en la remodelacién de los tejidos y los macrofagos
que expresan UPA y sus receptores ©%.

Regulacién por inhibicion

Los inhibidores naturales especificos de las MMPs son una familia de
inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP), que se unen a ellas de
forma irreversible en una razén molar de 1:1, por lo que el nivel neto de
actividad proteolitica dependera de las concentraciones relativas de MMPs
activas y sus inhibidores.

Ademas, los TIMP poseen diversas propiedades, como son las siguientes:
actlan como moduladores de la proliferacion, reguladoras del crecimiento
celular, inhibidores de la angiogénesis, apoptosis, etc  “* 49,

Hasta el momento se han identificado cuatro inhibidores en mamiferos: TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. A pesar de tener cierta similitud estructural entre
ellos, existen diferencias entre la especificidad de los diversos TIMP. Asi,
TIMP-1 resulta particularmente importante en la regulacion de la actividad de
MMP-9, y TIMP-2 para el control de la actividad de MMP-2.

También se han descrito inhibidores generales de las proteinasas, como a2-
macroglobulina presente en el plasma y en los fluidos intersticiales y tienen la

capacidad de inhibir a las MMPs “9),

Clasificacion de las MMPs
Las MMPs se clasifican de acuerdo al tipo de componente que degradan en la
MEC, en: colagenasas, gelatinasas, matrilisinas, estromelisinas, MMPs de tipo

membrana y otras. ®%%
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Sin embargo, nuevos descubrimientos de estas enzimas hacen dificil su
clasificacion por lo que se han propuesto alternativas tales como caracteristicas
estructurales de los dominios, en su localizacion celular, en relacion a su

estructura primaria, entre otras. (Cuadro 1).

Subfamilia ‘ MMP Nombre comun
Colagenasas MMP-1 Colagenasa-1
MMP-8 Colagenasa-2

MMP-13 Colagenasa-3
MMP-18 Colagenasa-4

Gelatinasas MMP-2 Gelatinasa A
MMP-9 Gelatinasa B

Matrilisinas MMP-7 Matrilisina 1
MMP-26 Matrilisina 2

Estromelisinas MMP-3 Estromelisina 1

MMP-10 Estromelisina 2
MMP-11 Estromelisina 3
MMPs tipo MMP-14 MT1-MMP
membrana MMP-15 MT2-MMP
MMP-16 MT3-MMP
MMP-17 MT4-MMP
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP
Otras MMP-12 Metaloelastasa

de macrofagos
MMP-19 RASI-1
MMP-20 Enamelisina

MMP-21
MMP-22 CA-MMP
MMP-23
MMP-27 Epilisina
MMP-28

Cuadro 1. Clasificacion de las metaloproteinasas. (Tomado de Checa,
2009)
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MMP-1 (Colagenasa-1)

Es la colagenasa intersticial que posee un peso molecular en su forma latente
de 52 kDa y en su forma activa de 42 kDa. Es expresada en su mayor parte por
fibroblastos, macréfagos y células epiteliales. Tiene como sustrato colagenas
fibrilares tipo I, II, Ill. Las colagenas fibrilares son los componentes mas
abundantes de la matriz extracelular. Un aspecto importante de su metabolismo
es gue estas moléculas son resistentes a la degradacion de la mayoria de las
proteasas.

Su funcioén principal es participar en el recambio normal del colageno, pero su
actividad se incrementa para lograr la remodelacién de la matriz extracelular
durante la cicatrizacion de las heridas.

Su actividad enzimatica se desarrolla en el espacio extracelular y es mas

selectiva para el colageno tipo Ill que para el tipo | ¢33,

MMP-9 (Gelatinasa-B)

Conocida también como gelatinasa B, es capaz de degradar el colageno tipo IV
y la elastina. Su liberacidon se produce en forma de proenzima latente de 92
kDa, que alcanza su actividad catalitica cuando su peso molecular se reduce a
84 kDa.

La caracteristica especifica de las gelatinasas, es que poseen una region con
tres dominios de fibronectina tipo Il capaces de unirse a la gelatina, laminina y
colageno tipo I, II, lll, IV y V. Ademas de otras proteinas como proteasas,

inhibidores de proteasas, quimiocinas, el factor plaquetario.
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La MMP-9 es producida por neutréfilos, monocitos, macréfagos, células
dendriticas, linfocitos T y B, diversos tipos de células epiteliales incluyendo las
de las la via respiratoria y el cartilago ®* durante la fase aguda de la
inflamacion en el tejido lesionado ©°> 9.

Desempefia un papel complejo en la cicatrizacién de heridas ya que interfiere
en la inflamacion, la remodelacion de la MEC, angiogénesis y regeneracion
epitelial y algunos autores sugieren que esta MMP se requiere para el normal
cierre de la progresion y la herida ©2.

En todos los casos su expresion es inducida por determinados estimulos que
activan su expresion (IL-1, IL-2, ésteres de formol, lectinas, adhesion celular) o
la reprimen (IL-4, IL-10, interferones).

Para la activacion de MMP-9 se han propuesto varios mecanismos, muchos de
los cuales implican su procesamiento en la membrana celular a través de
diversas vias siendo la mas comun la via plasmina-plasminégeno.

MMP-9 también es capaz de activarse de manera quimica, via oxidativa (como
hacen los neutrofilos), por la generacion de radicales 2- y 4-hidroxiestradioles o
por compuestos organomercuriales.

Los inhibidores fisioldgicos a2-macroglobulina y TIMP-1 son capaces de inhibir
la actividad enzimatica de MMP-9 de forma muy eficiente. Ademas existen
otras moléculas capaces de inhibir la actividad de MMP-9, como el fragmento
endostatina, procedente de la proteolisis de colageno XVII, la trombospondina-
1 o la proteina RECK. Actualmente diversos inhibidores sintéticos estan siendo
probados en el tratamiento de mdultiples enfermedades, como el mencionado

Batimastat (BB-94), o Prinomastat (AG3340), tetraciclinas, o el prodominio de

MMP-3 9,
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Tratamiento de la estenosis traqueal

Para el manejo de las ET se han utilizado procedimientos no quirdrgicos como
la realizacion de dilataciones con globo, permeabilizacion con laser y
colocacion de distintos tipos de férulas intratraqueales (silastic o metalicas
expandibles), pero estos han sido solamente de tipo paliativo porque provocan
reestenosis. ©*®? Actualmente el estdndar de oro continGa siendo la
traqueoplastia con anastomosis termino-terminal; sin embargo tampoco ha sido
100% efectiva, ya que puede presentarse de un 5%-20% de reestenosis
postquirdrgica 9% 9,

El motivo del mal funcionamiento de estos tratamientos es porque también
provocan dafio a la mucosa, inflamacion y desarrollo de tejido de granulacion;
por esta razén en conjunto con estos procedimientos se ha intentado la
aplicacion de moduladores de la cicatrizacién como la mitomicina C (MC), para
manipular farmacolégicamente la formacién de la nueva MEC y evitar la

reestenosis.

La mitomicina C (MC) es un antibiético antineoplasico producido por el
Streptomyces caespitosus, el cual inhibe la proliferacion y actividad de los
fibroblastos evitando la fibrosis y formacion de la cicatriz. (Figura 2) 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 6ptico ©>®®. También se ha utilizado
para disminuir las estenosis tragueales; sin embargo su uso en la trdquea no
ha tenido el éxito deseado debido a que retarda la cicatrizacién, predispone a la

acumulacion aguda de moco, produce defectos en la revascularizacion de la
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mucosa y no se ha observado que evite la reestenosis “*®” " por lo que hay
que buscar otros farmacos que mejoren la cicatrizacion traqueal y eviten la

reestenosis.

Figura 2. Estructura quimica de MC

Se ha demostrado en piel que el uso de moduladores de la cicatrizacion
equilibra la actividad de las proteasas y mejora la cicatrizacion, por lo que se
podria pensar que el uso de alguna de estas drogas en la traquea
posiblemente evite las estenosis traqueales.

En la literatura se ha descrito que el &cido hialurénico (AH) * 72

y la colagena
polivinil pirrolidona (CPVP) ® ™ mejoran la calidad de la cicatrices en varios
tejidos.

El AH esta compuesto por unidades alternantes de acido D-glucoronico y N-
acetil glucosamina. (Figura 3) Es un componente de la matriz extracelular de la
herida fetal, que durante la fase temprana de curacion de las heridas favorece
la proliferacion, regeneracion y reparacion tisular disminuyendo la inflamacion y
la fibrosis.

Estas propiedades del AH tienen implicaciones clinicas de importancia ya que
ha sido posible modular la curacion de las heridas mediante la aplicacion de

forma exdgena obteniéndose buenos resultados para prevenir la formacion de

adherencias intrabdominales postquirargicas, la disminuciéon de procesos
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fibréticos en el tratamiento de la osteocondritis de rodilla, regeneracion de las
heridas de la mucosa nasal. También se ha observado en estudios

experimentales que este medicamento evita las estenosis traqueales. ©> 72 7>

76, 77)

OH OH
© 0
OH

0
NH ]
041\

n

Figura 3. Estructura quimica del AH

La CPVP esta formado por una mezcla de colagena porcina de tipo | irradiada
con rayos gamma y polivinil-pirrolidona, que ha mostrado actividad fibrinolitica
al inhibir la expresion de moléculas de adhesién (ELAM-1, VCAM-1) asi como
de citocinas proinflamatorias y fibrogénicas (IL-1B8, TNF-a, TGF-1p y PDGF-
AB).7® Este farmaco se ha utilizado con éxito en dermatologia y cirugia
plastica para el tratamiento de las cicatrices queloides e hipertréficas, en
fibrosis dérmicas y de tendones, produciendo disminucion del volumen de la
cicatriz.  También desaparece el infiltrado inflamatorio y restablece la
arquitectura dérmica normal de las cicatrices tratadas con ésta 73,

De forma experimental se ha observado que su aplicacién después de una
tragueoplastia 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 % 62 7980,

Ademas disminuyen las adherencias intrabdominales®) y favorece la

cicatrizacién de la membrana timpanica ©2.
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Aunque en la literatura se ha reportado que tanto el AH como la CPVP y la MC
disminuyen la cantidad de coldgena formada por gramo de tejido traqueal; aun
no se ha descrito si esta disminucién se debe a que estos farmacos alteran la
expresion de proteasas de la MEC durante la cicatrizacion traqueal; es por lo
que en este estudio se valoro el efecto de la aplicacién de estos farmacos
después de realizar una reseccién traqueal y anastomosis termino-terminal del
segmento resecado sobre la expresién in situ de la MMP-1 y MMP-9 en la
cicatriz formada, ya que en piel se ha reportado que la cantidad de MMPs
activas juegan un papel importante en la presentacion de cicatrices patoldgicas
(83- 85).

JUSTIFICACION

La estenosis traqueal es una patologia que compromete la vida de los
pacientes debido a que obstruye la via aérea. Es producto de una cicatriz
fibrética en la que se prolonga la inflamacion y se incrementa la sintesis de
colagena en la MEC por alteraciones en la produccién metaloproteinasas; por
lo que se puede pensar que el uso de moduladores de la cicatrizacion
postraqueoplastia podria evitar la presencia de estas. El &cido hialtronico (AH)
y la colagena polivinil pirrolidona (CPVP) son moduladores de la cicatrizacion
qgue en varios tejidos han mostrado que disminuyen y previenen la fibrosis; sin
embargo el efecto de su combinacion postcirugia traqueal sobre la expresion
de las MMP-1 y MMP-9, las cuales mantienen el balance en la produccion de
colagena tipo I, Il y Ill, e interfieren sobre la inflamacion y la remodelacion de la

MEC, respectivamente, aun no se ha descrito.
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HIPOTESIS

El AH y la CPVP son farmacos que por si solos previenen y disminuyen las
fibrosis de diferentes tejidos; entonces, su combinacion y aplicacién en la
cirugia traqueal, incrementara la expresion de MMP-1, asi como la MMP-9 vy,
disminuira la inflamacién y la deposicién de colagena en la cicatriz traqueal

postraqueoplastia.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios endoscoépicos, macroscopicos, microscopicos, bioquimicos
y la expresion in situ de las MMP-1 y MMP-9 en la cicatriz de la anastomosis
traqueal postraqueoplastia tratada topicamente con la mezcla AH-CPVP en

perros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar los cambios traqueoscépicos después de la aplicacidon topica

de la mezcla de AH-CPVP en la anastomosis traqueal postraqueoplastia

en perros.

= Valorar los cambios macroscopicos después de la aplicacion topica de
la mezcla de AH-CPVP en la anastomosis traqueal postraqueoplastia en
perros.

= Evaluar la inflamacion y forma en la que se dispone la colagena
microscopicamente después de la aplicacion tépica de la mezcla de AH-
CPVP en la anastomosis traqueal postraqueoplastia en perros.

= Determinar la cantidad de colagena por gramo de tejido

postragueoplastia después de la aplicacion tépica de la mezcla de AH-

CPVP en la anastomosis traqueal postraqueoplastia en perros.
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= Determinar inmunohistoquimicamente la expresion in situ de las MMP-1
y MMP-9 postraqueoplastia después de la aplicacion tépica de la mezcla

de AH-CPVP en la anastomosis traqueal postraqueoplastia en perros.

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

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

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 ®® y de la Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals de los Estados Unidos ©7.

Criterios de inclusién

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

gue 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.
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Criterios de eliminacioén

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

provocada por el procedimiento quirdrgico, fue eliminado.

Criterios de terminacion

Todo animal que mostré dolor excesivo provocado por la cirugia y no cedio al

uso de analgésicos.
Grupos de Estudio
Los animales fueron divididos en 5 grupos de estudio:

Grupo | (n=6): Tragueoplastia cervical con aplicacién intraluminal de solucién

salina fisiologica (SSF).

Grupo Il (n=6): Traqueoplastia cervical tratada con aplicacién intraluminal de

AH.

Grupo Il (n=6): Traqueoplastia cervical tratada con CPVP.
Grupo IV (n=6): Traqueoplastia cervical tratada con AH-CPVP.
Grupo V (n=6): Tragueoplastia cervical tratada con MC.

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 aplicé durante el procedimiento quirdrgico.

Técnica quirurgica
Los perros fueron sometidos a anestesia con acepromacina (Calmivet®,

Vetoquinol S. A. México D. F.) a dosis de 0.2 mg/Kg y 6 mg/kg de propofol
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(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% ©® (Figura 4A).

Bajo anestesia general se realiz6 una incisibn media en la region cervical
ventral, se diseco por planos hasta llegar a la tradquea, la cual se disecé en toda
su circunferencia (Figura 4B y C) y se le resecaron tres anillos (3°,4° y 5°
anillo) (Figura 4D), se realiz6 la anastomosis término terminal con
polidioxanona de 3 ceros (PDS, Ethicon®, New Jersey USA) con surgete simple
en la porcibn membranosa (Figura 4E) y puntos simples separados en la
cartilaginosa (Figura 4F). Finalmente se continu6 con el cierre convencional. A
todos los animales se les administré antes de la cirugia y durante 5 dias
enrofloxacina (5 mg/Kg) (Baytril®, Bayer, Leverkusen, Germany) intramuscular
(IM), &cido tolfenamico (2 mg/Kg) (Tolfedine®, Vetoquinol, Lure Cedex, Francia)
IM y tramadol (Tradol®, Griinenthal, D.F., México) (2mg/kg IM), como

analgésico ©.

Todas las cirugias fueron realizadas por el mismo equipo quirdrgico.
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Figura 4. Fotografias que muestran la técnica quirurgica realizada en los

animales sometidos a estudio. A) animal conectado al equipo de
anestesia inhalada. B) delimitacién de la zona quirurgica. C) diseccion de
la circunferencia de la traquea. D) reseccion de anillos traqueales. E)
sutura de la porcibn membranosa de la trdquea. F) Fin de la

tragueoplastia.
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Tratamiento

Para la aplicacion del tratamiento en los grupos |, Il, lll y 1V, los animales se
sometieron a anestesia general y mediante traqueoscopia se aplico el
tratamiento en el sitio de la anastomosis (Figura 5). En el grupo | se instilaron 3
mililitros de solucién fisiologica. En el grupo Il 15 microgramos de AH diluidos
en 3 ml de agua destilada (dosis usada para evitar adherencias
intrabdominales y estenosis uretrales e intestinales y para prevenir las
estenosis traqueales) ©®?. Los perros del grupo Il recibieron 28.2 mg de CPVP
(que es la dosis utilizada para los problemas de piel y tendones vy
experimentalmente en estenosis traqueales crénicas) diluidos en 3 ml de SS

@Y En el grupo IV la 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 ©¢7 %9,
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Figura 5. Muestra la aplicacién del tratamiento en un animal del grupo IV.

Evaluacion

Clinica

Los animales se estudiaron por 4 semanas y a todos los perros se les realizd
evaluacion clinica diaria durante la primera semana posquirdrgica, cada tercer
dia en la segunda y semanalmente las 2 semanas restantes. En esta se evalud
la presencia de disnea, estridor y el estado de la herida quirtrgica.
Endoscopica

En todos los animales se llevé a cabo evaluacion endoscopica de la traquea
(traqueoscopica) antes de la cirugia, cada tercer dia durante las 2 primeras
semanas poscirugia y cada semana el tiempo restante del estudio. En esta se
evalud el estado de la anastomosis, inflamacion y la presencia de fistulas o

estenosis. Cuando esta Ultima se presentd, el grado fue evaluado de acuerdo a
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la escala descrita por Cotton ¥, la cual se basa en la severidad de esta: Grado
1=0-50 % estenosis, Grado 2 =51 - 70 %. Grado 3=71-99 % y Grado 4 =

Luz no detectable.

Macroscopica

Al concluir el estudio todos los animales fueron sometidos a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal®, Pfizer S.A. de C.V.
Guadalajara, México) ®» y se evalué macroscépicamente el tipo de cicatriz
intraluminal y extraluminal formada en la anastomosis, presencia de
dehiscencia, infeccion y la formacion de fistulas. Posteriormente se retir6 el
segmento anastomosado y una porcion de la parte membranosa fue designada
para la cuantificacién bioquimica de la coladgena formada en la cicatriz traqueal
y el restante para estudio histoldgico e inmunohistoquimica para determinar la

expresion MMP-1 y MMP-9.

Microscopica

Para la evaluacion microscépica se tomaron muestras del sitio de la
anastomosis, las cuales se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas se
incluyeron en parafina, se les realizaron cortes de 4p, se tifieron con
hematoxilina-eosina y tricromica de Masson; se evaluo la presencia de fibrosis,
forma y distribucion de la fibras de colagena, grado de inflamacion, asi como la
neovascularizacion.

La evaluacion de éstos se llevo a cabo en toda la circunferencia de la muestra
mediante una escala semicuantitativa descrita por Veiga ®®' en la cual a cada

parametro evaluado se le asigné un grado de acuerdo a la intensidad de los
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cambios histopatoldgicos (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 la MMPs 1 y 9 en la cicatriz traqueal se llevd a cabo por
inmunohistoquimica y para esto a las muestras incluidas en parafina se les
realizaron cortes de 3 |, se montaron en laminillas silanizadas, se
desparafinaron durante 20 minutos a 80°C, se deshidrataron en xilol por 5
minutos y 1 en alcohol, 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 al aire ambiente y se lavaron con
Triz-buffered saline with tween (TBST) 3 veces por 3 minutos. La peroxidasa
enddgena se removié con peroxido de hidrogeno y suero bloqueador por 10
min, se lavdo nuevamente con TBST. Una vez eliminada la peroxidasa
enddgena, se utilizé el sistema Biotina-Streptavidina-peroxidasa, (Vectastain®
Universal Quick Kit., Burlingame,CA), las secciones de tejido fueron incubadas
con el anticuerpo primario Anti-MMP1 abcam ab38929, Anti-MMP9 abcam
ab38898, diluidos en buffer (suero bloqueador) respectivamente, 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 describid, se utilizd
3,3’Diaminobencidina (DAB) Sigma-Aldrich como revelador durante 5 minutos y

finalmente se trataron con Hematoxilina para virar el contraste. Se realizaron
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controles negativos en todos los grupos sustituyendo el anticuerpo primario por

TBST.

La valoracion de la expresibn de MMps se realiz6 evaluando el grado de
intensidad y proporcion de la marca de toda la circunferencia de la muestra

mediante una escala semicuantitativa en la que a cada parametro evaluado se le
asigno un porcentaje de acuerdo a la severidad de los cambios histologicos (ausente
0-10%, leve 11-25%, moderado 26-50% y severo 51-100%). La evaluacién
microscopica fue realizada en forma ciega por dos observadores, quienes revisaron 2

veces las laminillas.

Bioquimica

Para la evaluacion bioquimica se tomé una muestra durante la cirugia (muestra
control) y la otra al final del estudio. En esta se determind la concentracion de
hidroxiprolina por gramo de tejido traqueal, mediante el método de Woessner.
399 Las muestras se colocaron cada una dentro de un vial que se pesé
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 &cido clorhidrico 6N (J.T.Baker) por 36 horas. Transcurrido
este tiempo, las muestras se filtraron y se colocaron en una evaporadora hasta
eliminar el exceso de acido clorhidrico. El residuo obtenido, se llevo a pH de
7.0 y se afor6 a un volumen de 10 ml con agua destilada, de esta ultima
dilucion, se tomo una alicuota de volumen variable de acuerdo con cada una de

las muestras y se determind la concentracion de hidroxiprolina presente en la

muestra.
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Para realizar la determinacion de hidroxiprolina, se prepard una curva estandar
que contenia 1 mg de hidroxiprolina/l ml de agua (SIGMA,Co0), se ajusto para
la preparacion de los estandares de hidroxiprolina en concentraciones de 200,
400, 600, 800 y 1000 ul de hidroxiprolina y se incluyé un blanco que contenia
agua destilada. Posteriormente, en todos los tubos se 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 incubd durante 20 minutos a 60°C y concluido el
tiempo de incubacion, se obtuvo la absorbancia de cada muestra, para esto se
utilizé un espectrofotdmetro (DU 640,Beckman) ajustado a una longitud de

onda de 560 nm.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los hallazgos clinicos y endoscopicos, se llevo 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 se realiz6 mediante las pruebas de ANDEVA, Dunnet y Tukey.

Los valores de p<0.05 fueron considerados como significativos.
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RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico y al tiempo de

estudio establecido.

Hallazgos clinicos

En el grupo I, 3 (50%) animales presentaron estridor al ladrido a la segunda
semana postcirugia, sin que éste afectara su ventilacion. En los otros grupos

no presentaron diferencias clinicas importantes.

Hallazgos traqueoscépicos

Traqueoscopicamente todas las anastomosis cicatrizaron al concluir la primera
semana postcirugia (Figura 6). Sin embargo; todos los animales tratados con
SS (grupo 1) y V (grupo V), la mucosa traqueal se observé edematosa e
hiperémica durante las 2 primeras semanas del estudio, pero esto desaparecio
en la tercera semana, con excepcion de 1 perro del grupo | en el que la mucosa
tragueal se mantuvo asi hasta el final del estudio. En los grupos Il y 1l la
mucosa se observl de esta manera los primeros 5 dias y durante los primeros
3 dias en el grupo 1V, en todos los perros de estos 3 grupos la trdquea se
observé de apariencia normal a la segunda semana postraqueoplastia Tres de
los animales tratados con SS (grupo 1) desarrollaron estenosis grado |, 2 de
ellos en la segunda postcirugia y el restante en la tercera, las cuales
permanecieron hasta el final del estudio. En el grupo II, solo en 1 perro se
observé estenosis grado I. En los grupos lll, IV y V, ningdn animal presenté
estenosis. Al comparar entre grupos, el grado de estenosis e inflamacién
mostrada por el grupo | fue superior a la de los otros grupos de estudio

(Kruskall-Wallis p<0.05) (Figura 6).
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AH-CPVP

Figura 6. Traqueoscopia realizada al final del estudio que muestra el
estado de la cicatriz en los grupos Il (AH), 1l (CPVP), IV (AH-CPVP) y V

(MC).
Hallazgos Macroscopicos

Durante todo el estudio, ningun perro presentd dehiscencia, infeccion o fistulas.
En todos los casos, al final del estudio la anastomosis se observo bien
cicatrizada. Todos los animales del grupo | desarrollaron abundante tejido
fibroso tanto en la mucosa como en la porcion externa de la traquea en el sitio
de la anastomosis y asimismo desarrollaron adherencias con los musculos
cervicales. En los otros 4 grupos, la mucosa se observo con fibrosis leve y con

vasos de neoformacion con excepcion del grupo V (MC) que no mostré esta
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neovascularizacion; asi mismo la porcidbn externa de estas anastomosis
desarrollo fibrosis leve. Cabe mencionar que a la palpacion en el sitio de la

anastomosis traqueal en los perros tratados con la mezcla (grupo V), esta

mostro consistencia firme y pérdida de la elasticidad (Fig. 7).

Figura 7. Muestra la cicatriz macroscépica en la porcion externa de la
traguea en los grupos de Ah y CPVP, asi como la interna en los de la

mezcla AH-CPVP y MC.

Hallazgos Microscopicos

En todos los grupos el cartilago traqueal se observd normal a excepcion de la
zona en la que se llevé 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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En todos los animales del grupo I, la microscopia de luz revel6 la presencia de
fibrosis severa, con neoformacion de fibras de coldgena gruesas vy
desordenadas, asi como moderada neovascularizacion. También 2 animales
desarrollaron inflamacion leve a base de linfocitos en la lamina propia, y en 4
animales la inflamacién fue severa en todas las capas de la trAquea. Ademas
estos 4 perros mostraron presencia de células gigantes a cuerpo extrafio en la
zona de las suturas.

Los animales del grupo tratado con AH (grupo Il), 5 perros (83.4%) presentaron
neoformacion moderada de fibras de colagena densa, delgada y bien
organizada, fibras elasticas y moderada neovascularizaciéon, con inflamacién
leve en la submucosa y lamina propia de la traguea; mientras que el animal
restante de este grupo presentd infiltrado linfocitario severo en todas las capas
de la traquea, con reaccion granulomatosa al material de sutura y formacion
severa de nuevas fibras de coladgena gruesas y desordenadas (Figura 8 A).

Los 6 animales del grupo Il (CPVP) desarrollaron moderada neoformacién de
fibras de coldgena gruesas, bien organizadas y moderada neovascularizacion,
con inflamacion leve; sin embargo 2 de estos animales mostraron reaccién
inflamatoria a base de linfocitos en la lamina propia (Figura 8 B).

Todos los animales tratados con la mezcla AH-CPVP, presentaron
neoformacion moderada de fibras de colagena delgadas, bien organizadas, asi
como fibras elasticas y leve neovascularizacion. En 5 animales se observo
inflamacion leve y en 1 (16.6%) la inflamacion fue moderada en todas las capas

de la traquea (Figura 8 C).
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En el grupo V, los 6 animales desarrollaron en su cicatriz moderada
neoformacion de fibras de colagena, delgadas, bien organizadas; asi como leve
neovascularizacion y en todos los casos se observé inflamacién moderada a
base de linfocitos (Figura 8 D).

Al comparar el grado de fibrosis solo se observé que aquella desarrollada por el
grupo | fue importante en comparacién con los otros grupos de estudio (p<
0,001 ANDEVA, Tukey).

Al comparar el espesor delgado de las fibras de coldgena presentado por los
grupos Il, IV y V fue estadisticamente significativo en comparacion con los otros
grupos (p<0.001 ANDEVA, Tukey)

Al valorar la organizacion de las fibras de coldgena, se observé que el grupo |
fue el Unico que mostré desorganizacion de las mismas (p<0.001 ANDEVA,
Tukey).

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

Ademas el grupo IV (AH-CPVP) mostr6 leve presencia de infiltrado linfocitario y
en comparacion con los otros grupos (p<0.001 ANDEVA, Tukey) (GRAFICA 5).
Al comparar entre grupos la menor neovascularizacion presentada por el grupo
V fue significativo en comparacion con los otros grupos de estudio (p<0.001
ANDEVA, Tukey).

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

(p<0.05 ANDEVA, Tukey).
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Figura 8. Micrografias (Masson 2x). Examen histolégico de un animal de

cada grupo, que muestran la traquea cicatrizada caracterizada por fibras
de colagena bien organizadas, leve a moderado infiltrado inflamatorio y
vasos de neoformacién. (A) grupo I, (B) grupo I, (C) grupo IV y (D) grupo

V.

Hallazgos Bioquimicos

Bioguimicamente, la cuantificacién de la célagena por el método de Woessner
mostré que los animales de los grupos IV y V desarrollaron una cantidad similar
de mg de colagena por gr de tejido traqueal que los anillos controles, pero
menor que la de los grupos I, Il y lll. Sin embargo esta menor formacion de
colagena solo fue significativa en comparacion con el grupo | (p<0.001

ANDEVA, p<0.01 Tukey) (Figura 9).
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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
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Precirugia SSF AH CPVP AH-CPVP Mitomicina
Gruposde estudio

X+ EE
*p<0.01 ANDEVA, Dunnett, Tukey

Figura 9. Deposicién de colagena en el tejido traqueal antes y después de

la traqueoplastia en todos los grupos de estudio.

Hallazgos inmunohistoquimicos

En todos los grupos se observo incremento la expresion in situ de MMP1
después de tratamiento en comparacién con los anillos precirugia.

Los 6 animales de los grupos |, Il y lll expresaron de forma moderada (50-75%
de la anastomosis tragueal) MMP1, con intensidad de expresion también
moderada; mientras que en todos los animales de los IV y V la expresion fue
severa (76-100% de la traqueoplastia), pero de intensidad moderada. Al
comparar el grado de expresién mostrado por los grupos IV y V fue significativa

en comparacion con los anillos controles (p= 0.01 ANDEVA, Dunnett) y solo la
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mostrada por el grupo IV fue significativa en comparacion con los grupos |, 11, y
[l (p= 0.01 ANDEVA, Tukey). Al valorar la intensidad de expresion no fue

significativa (p= 0.08 ANDEVA). (Figuras 10y 11).

Grado de expresionin situ de MMP1 postraqueoplastiacon
diferentes tratamientos

Grado
5
%k
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Grupos de estudio
X +EE

*p =0.01 ANDEVA, Dunnett, Tukey

Figura 10 Muestra el grado de expresion in situ de la MMP 1 al final del

estudio en todos los grupos.
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Precirugia

Figura 11. Micrografia IHC (40x) de tejido tragqueal en un animal de cada
grupo. Muestra la expresion in situ de MMP-1 en los grupos de AH 'y
CPVP en el inmunomarcaje (marron) moderada. Mientras que el
inmunomarcaje marrén muestra la expresiéon severa de MMP-1 en los

animales tratados con la mezcla de AH-CPVP y MC.

En todos los grupos, el grado de expresion in situ y de intensidad de la MMP9
fue moderada (26-50% del tejido anastomosado) (p> 0.05 ANDEVA) (Figuras

12y 13).
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Grado de expresion in situ de MMP9
postraqueoplastia con diferentes tratamientos
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p =0.815 ANDEVA

Figura 12. Se observa en grado de expresion in situ de la MMP-9 después

de tratar la tragueoplastias con diferentes moduladores de la

cicatrizacion.
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Figura 13. Micrografia IHC (40x) de tejido tragqueal en un animal de cada
grupo, en la que se observa la leve expresion in situ de MMP-9 con

inmunomarcaje marrén en todos los grupos de estudio.

DISCUSION

La ET es una patologia provocada por una fibrosis desproporcionada que
obstruye la luz traqueal e impide la circulacion de aire en ambos sentidos,
generalmente se forma después de una intubacion prolongada o cirugia, que
durante su cicatrizacibn presenta una remodelacion inadecuada por una
exageracion en el tiempo de su proceso inflamatorio, expresion inapropiada de
guimiocinas y moléculas de adhesion, asi como a la expresion y regulacion
descoordinada de varias metaloproteinasas (MMPs) como la MMP-1 y la MMP-
9 que juegan un papel importante en la presentacion de procesos fibréticos

debido a que mantienen el balance en la produccion de colagena tipo I, 1l y 1l
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e interfieren sobre la inflamacion y la remodelacion de la MEC

(respectivamente) 1 50 95.96.97)

El tratamiento de las ET se lleva a cabo con procedimientos endoscopicos y
quirargicos combinado con la aplicacion de moduladores de la cicatrizacion,
con el propésito de manipular farmacolégicamente de manera temprana la
formacién de la nueva MEC, para evitar la reestenosis después de haberse
tratado fisicamente; 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. ?V

El AH y la CPVP son moduladores de la cicatrizacion que cuando son utilizados
topicamente en trastornos fibréticos locales modifican la respuesta inflamatoria
aguda y crénica. ® 8 %) Estos farmacos, en traquea han demostrado que
disminuyen la cantidad de coldgena por gramo de tejido traqueal
postraqueoplastia; ¢ % no obstante, no se ha reportado su efecto y el de su
mezcla sobre la expresion de las MMP-1, MMP-9 y deposicion de colagena en
las cicatrices postraqueoplastia.

En este trabajo se observo por endoscopia que la menor inflamacion mostrada
en la primera semana postcirugia en los animales tratados con AH, CPVP y la
mezcla AH+CPVP (II, I, 1V), probablemente fue ocasionada porque el AH
favorece la proliferacion de células que producen un infiltrado inflamatorio
mononuclear, que disminuye el proceso inflamatorio agudo, local y periférico.
(21, 62,71, 72,99, 100) Ademas porque la CPVP inhibe la produccién de citocinas
proinflamatorias y fibrogénicas como se ha descrito en otros estudios de

cicatrizacion traqueal *Y'y en otros tejidos realizados por Rodriguez ® Suarez
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(101 Krotzsch (® Cervantes ®V y Furuzawa. ®°® Por otro lado, en los perros
tratados con SSF y MC, se encontré la mucosa edematizada por dos semanas,
debido a que este farmaco no tiene efecto antiinflamatorio. % Nuestras

observaciones coinciden con las reportadas por otros autores (2 104109

» que
han realizado estudios clinicos y experimentales sobre la aplicacion de la MC y
han descrito que este farmaco produce inhibicion de la revascularizacion,
irritacion del sitio lesionado, acumulacion de detritus fibrinoides, tejido de
granulaciéon y necrosis del cartilago traqueal expuesto, asi como pérdida del
soporte traqueal.

La presencia macroscoépica de cicatrices menos fibréticas en los grupos I, I,
IV y V fue ocasionada porque el AH promueve la formacion de menor cantidad
de células y bloquea directamente la funcién de los fibroblastos, disminuyendo
la produccion de colagena y con esto evita la formacion de cicatrices fibroticas.
(21, 24,1106, 107 Mmientras que la CPVP tiene actividad fibrinolitica e inhibe la
expresion del TGF-p1. (" 7 8LI0L En o grupo IV se presentd porque
probablemente se hizo sinergia entre ambos farmacos y uno bloqued la
respuesta inflamatoria aguda y el otro la crénica; sin embargo podria
proponerse la hipotesis de que la consistencia firme del sitio de la anastomosis
a la palpacion externa mostrada por estos animales fue provocada porque la
mezcla de estos farmacos permite el desarrollo de colagena, pero
posiblemente influye en la expresion de algunas MMPs que interfieren en la
produccion de otros componentes de la MEC como la elastina y la fibronectina,
lo cual ocasiona 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 este hallazgo como lo observo Lee et al quien

48



estudio la pérdida de las propiedades elésticas en el conducto nasolagrimal con
el uso de MC.“%® |os animales tratados con MC mostraron menos fibrosis
debido a que este farmaco provoca apoptosis de los fibroblastos y una
disminucion en la proliferacion de los mismos, asi como la produccion de
Colégena. (103, 109, 110)

Microscopicamente, el grupo IV (AH-CPVP) mostré leve infiltrado linfocitario,
probablemente por el control inflamatorio que proporciona la combinacion de
éstos farmacos, e inhibe tanto el infiltrado agudo como el crénico y por lo tanto
disminuyen la quimiotaxis y estimulacion de los linfocitos, ya que es conocido
que durante el proceso de cicatrizacion los linfocitos producen linfocinas vy
factores de crecimiento que estimulan a los fibroblastos a la produccién de
colagena. * 52 111.112.113) Egtag hallazgos nos podrian hacer suponer que esta
mezcla tiene un efecto benéfico durante la fase de fibroplasias durante la
cicatrizacion.

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las
suturas de un animal del grupo I, es una respuesta de inflamacién crénica
granulomatosa donde el material de sutura utilizado durante la anastomosis
traqueal provoco la fusion de los macréfagos y al digerirlo dieron lugar a la
formacion de las células gigantes. ©¢?

En los grupos tratados con AH, CPVP y de la mezcla (ll, lll y IV) se
desarrollaron fibras de colagena bien organizadas debido a que estos farmacos
ordenan y adelgazan las fibras de colagena restableciendo la arquitectura
normal del tejido traqueal porque durante el proceso de cicatrizacion
disminuyen la inflamacién y la produccion de colagena. En tanto que la MC, no

se sabe exactamente el mecanismo por el cual disminuye la fibrosis aunque
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algunos autores mencionan que la actividad antifibroblastica se debe a la
disminucién de la actividad de los fibroblastos mediada por apoptosis. Ademas
se sugiere que puede tener un efecto similar a la de los agentes alquilosantes,
ya que produce uniones cruzadas de DNA e inhibe la sintesis de RNA, de
coldgena y de linfocitos que pueden producir factores inflamatorios tales como
interleucinas, factores transformadores del crecimiento, tromboxanos y MMP,
entre otros. 14 119

Por otro lado la formacibn de vasos sanguineos en estos grupos
probablemente fue originada porque las MMPs intervienen en las interacciones
endoteliales célula-matriz y en conjunto con factores de crecimiento como el
VEGF que controlan la angiogénesis.

La evaluaciéon bioquimica mostré que tanto la CPVP, la mezcla AH-CPVP y la
MC disminuyen de manera importante la cantidad de coldgena desarrollada por
gr de tejido traqueal en comparacién con el grupo tratado con SSF, esto puede
explicarse porque el tratamiento con estos farmacos disminuye la inflamacion,
formacién de fibras de colagena y estimulan la produccién de MMPs, lo cual
posiblemente influyé sobre la cantidad de esta en la MEC y en la cicatriz
traqueal (116, 117, 118, 119, 120)

En todos los grupos se observé leve expresion in situ de MMP-1 en los anillos
precirugia porque al igual que diversas MMPs, en condiciones normales su
expresiéon es muy baja en muchas células.“® °? Esta colagenasa también se
expresd in situ en todos los grupos posterior al tratamiento, probablemente
porque esta MMP es expresada por los fibroblastos, células epiteliales y células
endoteliales vasculares ‘?Y después de ser estimuladas por los componentes

del infiltrado inflamatorio (neutrofilos, células B, y otros) durante la
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remodelacion fisiolégica y patolégica de los tejidos “°°%%) principalmente
durante la fase postaguda de la cicatrizacion™®? con el fin de permitir la
migracion y proliferacion celular, por la unién a la integrina a2f31 y la colagena
tipo 1. ®® 2 Ademés en la fase de remodelacién de los tejidos la MMP-1
participa en la inversion de la relacion colageno tipo I/lll por la degradacion de
la colagena y la eliminacién del tejido de granulacién. 4%

La moderada expresion in situ de MMP-1 en el grupo tratado con AH, fue
ocasionada porque este farmaco ejerce un efecto sobre la fase temprana de la
inflamacion ya que inhibe la proliferacién, migracion y fagocitosis leucocitaria y
altera la expresion de la IL-1 y TGF-B, que son citocinas que inducen la
expresion y la activacion de la MMP-1, ademés incrementa la expresion del
inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 (TIMP-1) y estimula la sintesis de
acido hialurénico enddgeno e inhibe la prostaglandina E2 (PGE2) como lo

describieron varios autores que estudiaron el papel de AH en la osteoartritis 2%

125126) y varios tejidos. “?”También la expresion moderada de MMP-1 en este
grupo de estudio probablemente fue ocasionada porque el AH que bloquea
directamente la funcién de los fibroblastos ??* 197 y reduce la actividad del
TGFB1 al disminuir las vias de sefalizacion de TGF-B1 a sus receptores como
lo describié Chen y Thibeault *?® al estudiar la respuesta de los fibroblastos al
TGFB1 en hidrogeles de &cido hialurénico. Por otro lado, los resultados
obtenidos en este estudio no coinciden con los encontrados por Monfort et
al*® quienes evaluaron la sintesis de MMP-1 en condrocitos incubados en

presencia de IL-1 y observaron que la IL-1 no afecta la expresion de la

proteasa.
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La moderada expresion in situ de MMP-1 en el grupo tratado con CPVP fue
ocasionada porque este biofdrmaco disminuye la actividad colagenolitica
debido a que altera el proceso inflamatorio crénico con lo que disminuye la
expresion IL- 1B, TNFa, TGFB 1 que son citocinas que inducen la expresion y
la activacion de la MMP-1, ademas incrementa la expresion del inhibidor tisular
de la metaloproteinasa-1 (TIMP-1), disminuye la acumulacion de fibras de
coladgena tipo | e induce la recuperacién de colageno tipo Il en niveles similares
a los detectados en el tejido normal, lo cual contribuye a reestablecer la
arquitectura normal del tejido ya que también modula el cambio de colagena
tipo Il a I, como lo describié Furuzawa et al 9 al estudiar el efecto de la
aplicacion intramuscular de esta droga en pacientes con artritis reumatoide y
observé que la CPVP reestablece la arquitectura del tejido similar a la
observada en la membrana sinovial normal. En la literatura no existen otros
estudios que corroboren esto; sin embargo, nuestros resultados se
correlacionan con lo observado por este autor ya que en las anastomosis
traqueales tratadas con este biofarmaco, se observd menor inflamacion
traqueoscoépica, macroscoépica, microscopica y moderada neoformacion de
colagena.

Por otro lado la severa expresion de MMP-1 en los animales tratados con la
mezcla, quiza fue originada porque ambos farmacos modulan el proceso
inflamatorio, lo cual disminuye la produccion del TGFB1, lo que favorece la
produccion de colagena tipo lll, la expresion y la activacion de la MMP-1, como

t ?® y Furuzawa et al % al estudiar la

lo observaron Chen y Thibeaul
expresion de esta MMP en hidrogeles y en pacientes con artritis reumatoide,

respectivamente.
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La leve presencia de infiltrado inflamatorio en los grupos I, Il y IV, fue
ocasionado por que la MMP-1 degrada los quimioatrayentes de las células
inmunes (incluyendo los monocitos) como lo describi®é Rahmani et al % al
estudiar el efecto de la aplicacion topica de factores antifibrogénicos y anti-
inflamatorios en un modelo de cicatrizacién de oreja en conejos y McQuibban

et al, 132

que estudiaron el efecto de la descomposicion de las proteinas
quimiotacticas de los monocitos por las MMPs y observé que esto disminuye la
inflamacion.

En la literatura se ha descrito que la MC al utilizarse tépicamente postcirugia,
se une y forma enlaces cruzados con la guanidina del ADN de los fibroblastos y
con esto evita la proliferacion fibrosblastica y reduce la sintesis de colagena.*
134,135 También se ha reportado que los fibroblastos expresan receptores para
varias citocinas como el TGFB1, que interviene en su reclutamiento, activacion
y proliferacion durante la lesién, contraccion del lecho de la herida, sintesis de
de la MEC, inhibicién de las MMPs e incremento en los TIMPs, por lo que una
excesiva produccion de éste puede desarrollar una fibrosis. ** 136128 Ep |
actualidad, no existen reportes acerca de los efectos de la MC sobre la
expresion de la MMP-1 en la cicatrizacion de las heridas, pero con base en lo
descrito se puede plantear la hipotesis que esta droga al alterar el ADN de los
fibroblastos afecta la expresion de los receptores del TGFB1 y esto provoca
que se incremente la expresion de la MMP-1 como lo observamos en nuestro
estudio después de tratar las anastomosis traqueales con esta droga.

La expresion in situ de la MMP-9 en todos los grupos de estudio fue

ocasionada porque esta participa en varios de los procesos que ocurren

durante la cicatrizacion de heridas, como la inflamacién, remodelacion de la
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56, 57, 58, 59) pyrante la

MEC, angiogénesis y la regeneracién epitelial. ©>
inflamacion modulan la afluencia de leucocitos, ya sea a través de la regulacion
de la funcion de barrera, la actividad de citocinas y quimiocinas, o la
degradacion de las mismas. ‘*" *® En |a remodelacién la MMP-9 acelera la
fragmentaciéon de todos los tipos de coldgena  desnaturalizada y los
componentes de la membrana basal nativa. % 49 También participa en la
migracion y proliferacion de las células del epitelio respiratorio que favorecen la
reepitelializacion (en el caso de la traguea y bronquios) al facilitar el ensamble
de los componentes de las uniones de contacto célula-célula y célula-matriz
dentro del epitelio, como lo han reportado varios autores que han estudiado la
regeneracion epitelial en varios tejidos 0495138140140 "En |5 angiogénesis la
MMP-9 activa a las citocinas angiogénicas como TNF-a y VEGF, o mediante la
generacion de péptidos anti-angiogénicos de otras proteinas (endostatina de
colagena XVIII) #2149 También se ha reportado que la MMP-9 es esencial
para la movilizacién de VEGF a partir de la matriz extracelular **?. Nuestros
hallazgos no coinciden con lo descrito por Mohan et al ®*® ya que en este
estudio se observé la expresion de MMP-9 en los anillos traqueales precirugia
y cuando estudiaron los efectos de esta metaloproteinasa en la regeneracion
epitelial mencionan que en la traguea sana no hay expresion de MMP-9. En
nuestro estudio, en todos los casos se observé una cicatrizacion normal de la
herida quirdrgica a las 4 semanas y la presencia de esta MMP posiblemente se
presentd porque aun habia reaccion inflamatoria y estos hallazgos no
concuerdan con lo descrito por Mackelfresh et al **® Kumar et al 0 vy

(147)

Pierce guienes estudiaron la fisiopatologia de las heridas cronicas y

mencionan que las heridas con cicatrizacion normal presentan un pico de
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expresion de MMP-9 en las primeras 24 horas después de la lesion y su nivel
empieza a disminuir a las 48 horas de producirse el dafio. Sin embargo, si

concuerdan con lo observado por Mohan et al 4%

guienes estudiaron el efecto
de la MMP-9 sobre la regeneracion epitelial y observaron una vez que en la
herida se completd la migracion y proliferacion epitelial, la expresion de esta
gelatinasa se mantiene por varias semanas.

La expresion in situ de MMP-9 en el grupo tratado con AH, fue similar a la de
los anillos precirugia posiblemente porque el AH inhibe la sintesis y la actividad
de células y mediadores proinflamatorios como neutréfilos vy citocinas que
estimulan la expresion de esta MMP con lo que evita la degradacion del
cartilago y podria estimular su regeneracién como lo observé Moreland 44 al
estudiar los mecanismos de accion de la aplicacion tépica de AH para el
tratamiento de oteoartritis. Los resultados de este estudio también concuerdan

con lo observado por Betegon®*®

quien estudio la prevencion de la fibrosis
epidural en conejos mediante la utilizacion de diferentes tipos de AH aplicado
tépicamente y noté que los niveles de la MMP-9 y la fibrosis disminuyeron
después del tratamiento con esta droga. Nuestros hallazgos también coinciden

con los reportados por Allison %

quien evaluo el efecto del AH sobre los
eventos fibroproliferativos en un modelo in vitro de matriz celular de vejiga y
observd que esta droga disminuyo la actividad de la MMP-9 secretada por las
células de la vejiga. Al correlacionar todos los hallazgos de este estudio, la
disminucion del proceso inflamatorio agudo, local y periférico, presencia de
neovascularizacion, menor cantidad de colagena formada por gramo de tejido y

la organizacion de las fibras de colagena similar a la normal, nos hace pensar

que el AH al reducir la cantidad de neutréfilos modula la expresion de la MMP-
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9, como lo han descrito otros autores que han estudiado el papel de las MMPs
en algunas patologias y durante la cicatrizacion®®*°V .

La expresion leve de MMP-9 (similar a la de los anillos precirugia) en el grupo
tratado con CPVP posiblemente fue ocasionada porque este farmaco tiene
propiedades antiinflamatorias y antifibréticas, ya que durante la fase aguda de
la inflamacion impide la infiltracion de neutréfilos, expresion de TNFa vy la
acumulacion de componentes de matriz extracelular; mientras que en las fases
cronicas revierte la infiltracion neutrofilica y la deposicién de matriz extracelular
(152) 'Nuestros hallazgos coinciden con lo descrito por Moreno et al *%®, quienes
en un modelo de asma en cobayos, observaron que la administracion de CPVP
durante la fase aguda, impide la infiltracion de neutrofilos y de TNFa. Bazan et
al 52 quienes al estudiar el efecto de la CPVP en un modelo de asma crénico
en cobayos, observaron que la aplicacion de este farmaco en las fases
cronicas de la inflamacién revierte el desarrollo de infiltracion neutrofilica, la
deposicion de matriz extracelular y la hiperreactividad de las vias respiratorias.
En otro estudio en el que se utilizé la CPVP en tragueoplastias en perros, se
observé que el farmaco reduce el infiltrado inflamatorio de PMN, el grado de
fibrosis y estenosis traqueal, ademas favorece la formacion de nuevos vasos

sanguineos V.

Por otra parte, cuando esta droga se ha utilizado para el
empaquetamiento del oido medio disminuye el infiltrado inflamatorio a base
neutréfilos y la fibrosis ®2#29) Furuzawa et al 3% estudio el efecto de la
administracion intramuscular de este farmaco en pacientes con artritis
reumatoide y obsevaron que el tratamiento con esta droga disminuye la

inflamacion e histolégicamente reestablece la arquitectura del tejido similar a la

observada en la membrana sinovial normal. Ademas incrementa la cantidad de
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coldgeno de tipo Il y la produccion del TIMP-1, el cual en conjunto con la a2-
macroglobulina son capaces de inhibir la actividad enzimatica de MMP-9
(41139159 " En resumen y con base en lo anterior se puede decir que la
aplicacion tépica de CPVP en las anastomosis traqueal disminuye el infiltrado
inflamatorio a base de neutrofilos y modula la expresion de la MMP-9, por lo
que la cicatriz traqueal presenta menor cantidad de fibras de colagena y las
organiza de forma similar a las del tejido normal con lo que mejora la
cicatrizacion traqueal y evita la estenosis.

La expresion leve de MMP-9 postratamiento con la mezcla fue producida
porque posiblemente ambos farmacos hacen sinergia, ya que el AH disminuye
el infiltrado inflamatorio agudo principalmente a los neutréfilos y las citocinas
que estimula la expresién de esta MMP ®54815) mientras que la CPVP en la
fase aguda de la inflamacion impide la infiltracién de neutréfilos (4828499
expresion de TNFa y la acumulacion de componentes de matriz extracelular;
mientras que en las fases crénicas revierte la infiltracion neutrofilica y la
deposicion de matriz extracelular %352,

En la revision de la literatura solo encontramos un trabajo que describe el
efecto de la MC sobre la expresion de MMPs. En este trabajo se estudio el
efecto de la aplicacion de in vitro sobre los fibroblastos de Tenon (principal tipo
de células que contribuyen a la respuesta fibrética en la cirugia de filtracion de
glaucoma) de una proteina acida rica en cisteina en comparacion con la MC y
los autores observaron que la MC tiene efectos proinflamatorios y provoca
incrementos en la expresion de las MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9 %%,

Estos hallazgos no coinciden con lo observado en nuestro estudio, debido a

gue nosotros encontramos en los anillos traqueales tratados una expresion de
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MMP-9 similar a la de los anillos sanos. Sin embargo esto pudo ser originado
: -2 (137,138)

porque esta MMP se expresa en la fase aguda de la inflamacion .

Una de las limitaciones de este estudio fue que la determinacion de los niveles

de MMP-9 se llevé a cabo al final del estudio y no durante los primeros dias

postcirugia que de acuerdo a la literatura es el momento en el que se desarrolla

la reaccion inflamatoria y en los que se presenta la modificacion maxima de la

MEC vy posteriormente conforme pasa el tiempo esta reaccién inflamatoria y

cicatricial se estabiliza ®® por lo que se tendria que hacer la evaluacién de la

expresion de la MMP-9 durante la primera semana postragueoplastia.

CONCLUSIONES

Las anastomosis traqueales que no reciben tratamiento postraqueoplastia
mantienen una reaccion inflamatoria cronica, desarrollan mayor cantidad de
cllagena, fibrosis macroscépica y microscopica severa, expresan moderada

cantidad de MMP-1 y MMP-9 en la cicatriz traqueal.

La aplicacion topica de AH, CPVP, la mezcla AH-CPVP o MC en el sitio de la
anastomosis de la tragueoplastia permite la adecuada cicatrizacién de la
misma a los 7 dias postcirugia y evitan las estenosis traqueales; sin embargo
las tratadas con MC presentan mayor inflamacion y edema en la anastomosis y

anillos adyacentes.

El tratamiento tépico sobre la anastomosis traqueal con cualquiera de los
moduladores de la cicatrizacion utilizados en este estudio favorece el desarrollo

de una fibrosis moderada en la cicatriz postraqueoplastia.
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La aplicacion tépica de AH, AH-CPVP o MC postraqueoplastia colabora el
desarrollo de fibras delgadas de colagena en la anastomosis cicatrizada;

mientras que la CPVP favorece el desarrollo de fibras gruesas.

La aplicacion tépica de AH, CPVP, la mezcla AH-CPVP o MC en el sitio de la
anastomosis de la traqueoplastia organiza adecuadamente las fibras de

colagena de neoformacion.

La aplicacion topica de CPVP o de la mezcla AH-CPVP postraqueoplastia

favorece la presencia de menor infiltrado inflamatorio en la cicatriz traqueal.

El tratamiento topico con de AH, CPVP o la mezcla AH-CPVP de las
anastomosis traqueales favorece la neovascularizacion moderada; mientras

gue la MC promueve la leve formacidén de nuevos vasos sanguineos.

La aplicacion topica de la mezcla AH-CPVP o MC en la anastomosis de
traqueales, reduce la cantidad de colagena formada en la cicatriz

postraqueoplastia.

Las anastomosis traqueales tratadas topicamente con AH o CPVP predisponen
a la moderada expresion in situ de MMP-1; mientras que la mezcla AH-CPVP o

MC favorece la expresion severa de la misma.

El tratamiento topico de la anastomosis traqueal con AH, CPVP, la mezcla AH-
CPVP o MC predispone a la expresibn moderada de MMP9 en la cicatriz
traqueal postraqueoplastia.

La aplicacion topica de la mezcla AH-CPVP postraqueoplastia incrementa la

expresion in situ de MMP-1 y moderada de MMP-9, disminuye la reaccion
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inflamatoria, deposicién de coldgena y favorece su organizacion en la cicatriz
traqueal. Sin embargo solo la mezcla disminuye el infiltrado inflamatorio y
favorece la neovascularizacién, pero produce endurecimiento de la
anastomosis y disminuye la elasticidad traqueal (lo cual puede ser importante
en los pacientes con traqueomalacia).

Por otro lado, aunque la MC incrementa la expresion in situ de MMP-1 y
moderada de MMP-9, disminuye la deposicibn de colagena y favorece su
organizacién en la cicatriz traqueal, no disminuye la reaccién inflamatoria.

Cabe mencionar que se requieren mas estudios en los que se evalué la
presencia de los factores de crecimiento, TIMPS y se evalué la MMP-9 en los
primeros dias postcirugia, ademas de explorar la presencia de otras MMP en

estudios agudos y cronicos.
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