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s

Evaluacion de la esponja a base de colagena - polivinilpirrolidona y gelatina

absorbible de origen porcino en el proceso de cicatrizacion traqueal. Estudio

experimental.

El tratamiento ideal de la estenosis traqueal es quirdrgico; sin embargo la
reestenosis durante la cicatrizacion ocurre con frecuencia lo que justifica emplear
moduladores de este proceso; la colagena-polivinilpirrolidona experimentalmente
evita la aparicion de estenosis tragueal posquirdrgica; sin embargo requiere de
varias aplicaciones intralesionales mediante endoscopia. En este trabajo se utilizé
en esponja (ECPVP), comparativamente con la esponja de gelatina absorbible
(EGA) sobre el efecto en la cicatrizacion traqueal. El objetivo fue evaluar la cicatriz
formada en el sitio de anastomosis traqueal de ratas Wistar tratadas con ECPVP y
EGA posterior a la reseccién de tres anillos traqueales y anastomosis termino-
terminal. Se utilizaron 30 ratas Wistar divididas en 3 grupos (n=10), se realizd
reseccion de 3 anillos traqueales y anastomosis término-terminal. Grupo | Testigo
(sin tratamiento), Grupo Il ECPVP, Grupo lll EGA. Se evaluaron clinicamente
durante 4 semanas. Al final del estudio (dia 28 poscirugia) se realiz6 una
evaluacion macroscépica y microscopica del sitio de anastomosis. Resultados. El
Grupo Il mostr6 menos adherencias (p= 0.001 ANDEVA, p= 0.002, Tukey y
Dunnett) y grado de estenosis (p=0.025 ANDEVA, p= 0.021, Tukey, p= 0.015
Dunnett) comparativamente a los otros dos grupos. Se concluye que la ECPVP

mejora la cicatrizacion y reduce la formacion de estenosis traqueal.

Palabras clave: Estenosis traqueal, esponja, colagena-polivinilpirrolidona, gelatina

absorbible, Fibroquel, Gelfoam.



I. INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTE HISTORICO

La cirugia traqueal fue la dltima subdivision desarrollada en la cirugia
cardiotoracica . Arateus y Galeno hablaron del uso de la traqueostomia en el
siglo Il y Il en la “Arteria aspera” (forma en la que era conocida la traquea). La
intervencidon quirdrgica no era una practica comdn hasta antes de mediados del
siglo pasado; el incremento en el uso de asistencia mecénica ventilatoria conlleva
al acercamiento de este 6rgano, debido a las lesiones provocadas pos intubacién
siendo la estenosis la consecuencia mas comun de este procedimiento. Los
cirujanos pronto se dieron cuenta de la dificultad en la cicatrizacion de este
organo; Hipocrates ya habia hecho mencion de que “las fistulas mas complicadas
son aquellas que ocurren en zonas cartilaginosas”, de esta manera se sienta un

precedente en la dificultad de cicatrizacién en las areas formadas por cartilago .

1.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA TRAQUEA

La trAdquea es un Organo tubular semirrigido que forma parte de la via respiratoria
alta, con una longitud y didmetro que varia de acuerdo a la etapa de desarrollo del
paciente; se divide en una porcion cervical o0 extra toracica y una porcion
intratoracica. Posee una capa mucosa, submucosa, cartilaginosa, adventicia y una
porcibn membranosa. Esta revestida en toda su extension por una mucosa
respiratoria, la cual se compone de epitelio pseudoestratificado cilindrico ciliado

asentado en la lamina propia que contiene fibras elasticas y reticulares.



Este epitelio se compone de seis tipos celulares, las células basales y las células

ciliadas columnares son las mas abundantes, ambas encargadas de la
movilizacion del moco y de particulas extrafias; las células caliciformes liberan
precursores de mucina que permite la adhesion de estas particulas; las células
clara producen granulos de glicoproteinas y proteinas que lubrican la via aérea.
Las células neuroenddcrinas generan granulos que son liberados hacia la lamina
propia; por ultimo, las células de cepillo no tienen una funcién conocida; estos tres

grupos celulares representan menos del 10% de la poblacion celular total .

La submucosa posee glandulas seromucosas, encargadas de la produccién de
moco que mantiene lubricada la via aérea y permite atrapar particulas extrafas.
La parte cartilaginosa se compone de anillos incompletos compuestos
principalmente de colagena tipo II; en el ser humano son de 16 a 20 anillos ® y en
los animales domésticos varia entre 29 a 60 anillos “. Por la cara externa se
encuentra unida a los tejidos circundantes por tejido conectivo laxo o adventicia.
La porcibn membranosa se localiza anterior al eséfago, se compone
principalmente de musculo liso (musculo traqueal), la contraccion de las fibras
musculares disminuye el didmetro de la luz, permitiendo el arrastre de moco hacia
el exterior. La naturaleza muscular de la membranosa facilita la distension

esofagica durante el paso del bolo alimenticio ©.

La irrigacion esta dada por plexos provenientes de la arteria tiroidea inferior y
ramas de la subclavia, las cuales penetran entre la union de la porcion

membranosa y cartilaginosa. Esta inervada por el nervio laringeo recurrente.



Desde el punto de vista fisioldgico la traquea es un espacio de transito para el aire

inspirado que llega a los pulmones donde se realiza el intercambio gaseoso, asi

como la via de salida una vez realizado este proceso ©.

1.3 PATOLOGIAS QUE AFECTAN A LA TRAQUEA

Las patologias traqueales pueden ser de origen congénito (tragueomalacia,
estenosis traqueal y quistes) o adquiridas como neoplasias (carcinoma de células
escamosas Yy carcinoma adenoideo quistico relacionado con el tabaquismo en el
ser humano), trauma (quemaduras por inhalacion), lesiones posintubacién
(consecuencia del uso de canulas o tubos orotraqueales) que se manifiestan con
la formacion de fistulas (traqueoesofagicas principalmente) o la propia estenosis
traqueal, que puede ocurrir en el 20% de los pacientes humanos sometidos a

intubacion ©.

1.4 ESTENOSIS TRAQUEAL

La estenosis traqueal se define como la reduccién del espacio intraluminal de la
trAquea a cualquier nivel (cervical o toracica), en raras ocasiones se presenta de
forma congénita, aunque la mayoria de las veces es adquirida y originada por
diversas condiciones clinicas, ya sea de forma traumatica, neoplasica,
inmunologica (granulomatosis con poliangeitis), o posintubacion, siendo esta
ultima la principal causa de estenosis en el ser humano y representa entre el 75%
al 90% de los casos ). Cuando se han descartado todas las anteriores se habla

de estenosis idiopatica ©.



La fisiopatologia de la estenosis traqueal posintubacion inicia con isquemia

consecuente a la presion ejercida por el tubo y al globo neumatico sobre la pared
traqueal, que provocan abrasion y ulceracion de la mucosa, estancamiento de
secreciones, seguido de infiltrado inflamatorio, desarrollo de tejido de granulacion
y formacion de una cicatriz patologica que presenta fibrosis excesiva durante la

retraccion cicatrizal lo que produce estenosis ©.

En algunos pacientes se reporta que lapsos de cuatro horas pueden ser
suficientes para producir una lesion que mas adelante se traduce en una zona de
estenosis ¥; a mayor tiempo de intubacién también aumenta el niimero de anillos

traqueales afectados

1.5 DIAGNOSTICO DE LA ESTENOSIS TRAQUEAL
POSINTUBACION

La estenosis traqueal posintubacion constituye un verdadero problema clinico y
quirurgico; lamentablemente se considera que ocurre de manera iatrogénica como
consecuencia de una lesidon posintubaciéon durante la asistencia mecéanica

ventilatoria ©9.

Los primeros signos (disnea progresiva y estridor) se pueden manifestar
inmediatamente al retirar la canula o tubo endotraqueal, aunque la mayoria de los

casos se presentan entre las 2 a 12 semanas posteriores a la extubacion ©.

Es comun que individuos con grados leves de estenosis sean diagnosticados de

manera errénea con asma o bronquitis crénica © por lo que en pacientes con



historial de intubacion debe considerarse la presencia de esta patologia; los

examenes de imagenologia como radiologia, tomografia computada (TC) o
resonancia magnética de cuello y tdrax, suelen denotar la presencia de
estenosis™, aun cuando el principal objetivo de estos son para confirmar otras

enfermedades como las mencionadas con antelacion.

La mejor herramienta diagndstica consiste en el examen endoscépico 2,
mediante el cual es posible observar in situ la lesion, asi como sus caracteristicas
(extension, region y grado de estenosis) lo que permitira definir el plan terapéutico

a seguir ¥,

1.6 TRATAMIENTO DE LA ESTENOSIS TRAQUEAL

El tratamiento de la estenosis traqueal consiste en evitar el cierre de la luz de este

organo para lo que existen distintos acercamientos.

Como primera opcion terapéutica durante el examen endoscopico se puede
realizar dilatacién con canula intraluminal; sin embargo la respuesta a este manejo
es variable e incluso puede ocurrir la ruptura del segmento, en cuyo caso la vida
del paciente estd comprometida; ademas el 50% de las personas tratadas
presentan reestenosis (), por lo que se considera que solo mejora la condicion
respiratoria del paciente de manera temporal. También se han utilizado
endoprotesis (stents), pero su uso conlleva el riesgo de erosionar la pared aunado
a que pueden migrar o bien favorecer la aparicion de tejido de granulacion e

g (1415

inducir reestenosi Otra alternativa es la ablacion del tejido cicatrizal

patologico mediante laser, pero solo es util de manera temporal, y puede ir



acompafado de la aplicacion de Mitomicina C con la finalidad de evitar

reestenosis 31617

Sin embargo todos los tratamientos antes descritos son de tipo paliativo ya que la
mayoria de los pacientes registra un alto indice de reestenosis; no obstante se
recurre a ellas cuando la intervencién quirargica no es viable por condiciones

inherentes al paciente.

La cirugia representa la mejor opcién terapéutica y es el Gnico tratamiento que
resuelve esta patologia, la cual consiste en realizar la reconstruccion traqueal
mediante la reseccidbn de los anillos tragueales afectados, seguido de la
anastomosis término-terminal de los extremos restantes (también conocida como
traqueoplastia) “®® E| primer procedimiento exitoso fue realizado de manera

experimental en perros por Gluck y Zeller en 1881 @,

A pesar de ser el tratamiento de eleccién, en ningln momento se encuentra
exento de complicaciones, siendo la mas frecuente la reestenosis por formacién
de tejido de granulacion o fibrosis de la linea de anastomosis ?%; que se presenta
entre el 25% al 30% ¥ de esto se desprende la importancia en encontrar
mejores opciones terapéuticas que redunden éxito para el paciente, la cirugia es el
procedimiento de eleccién por lo que se buscan opciones encaminadas a reducir o

evitar la formacién de tejido cicatrizal patolégico ™.



1.7 CICATRIZACION

La cicatrizacion es un proceso por el cual se restaura morfolégica y
fisiolégicamente el tejido dafiado. Este proceso se divide en 3 fases: fase
inflamatoria, fase proliferativa y la fase de remodelacion o de maduracién; sin
embargo, cabe aclarar que este proceso es continuo y a pesar de que cada evento

tiene una duracidn determinada, existe la transposicion entre cada uno de ellos

(21,22)

Dentro de la primera fase (inflamatoria) ocurre la hemostasia, donde se evita la
pérdida de sangre por medio de la contraccion de la musculatura lisa de los vasos
sanguineos que produce vasoconstriccion; la agregacion plaquetaria y la
formacién del coagulo compuesto principalmente por plaquetas y fibrina. Esta red
de fibrina permite la migracién de fibroblastos y otras células ®®; funciona de
reservorio de distintos factores de crecimiento como el factor de crecimiento de
fibroblastos tipo 2 (FGF-2) y el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF).
Las primeras células en llegar al sitio de la lesion son los polimorfonucleares
(PMN’S), atraidos por diversos factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias
como el factor derivado de plaquetas (PDGF) interleucina 8 (IL-8), y factor de
crecimiento relacionado a oncogenes (GRO-a). De los PMN, son los neutrdfilos los
primeros leucocitos en llegar al sitio lesionado, su pico de poblaciéon ocurre entre
las 24 a 48 hrs; posterior a ellos, los macrofagos, transformados en monocitos
contindan el proceso inflamatorio. Es en esta fase donde se observan los signos
cardinales de la inflamacion (rubor, tumor, dolor, calor). Tanto los neutrofilos como

los macréfagos/monocitos se encargan de eliminar detritus, a su vez, estimulan la



produccion de colagena por parte de los fibroblastos y continlan el proceso

inflamatorio por medio de la liberacion de interleucinas: IL-1a, IL-18, IL-6, factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). Los linfocitos son las siguientes células inflamatorias
en llegar al sitio, atraidos principalmente por IL-2, y permanecen por varios dias en

la herida.

Dentro de la fase de proliferacion se da la migracion de fibroblastos por los
factores y citocinas liberadas o producidos por los leucocitos de la fase
inflamatoria. La presencia de metaloproteinasas (MMP’s), permite la migracion
celular de manera ordenada a través de la matriz extracelular (MEC) al sitio
dafiado. Los fibroblastos son los principales productores de los componentes de la
MEC entre los que sobresale la coldgena, glucosaminoglicanos y proteoglicanos.
La coldgena permite la migracion celular; su sintesis se inicia entre el 3er y 5to dia
por estimulo de PDGF vy el factor transformante beta (TGF-B) V. Otro proceso
que se presenta durante la proliferacién es la angiogénesis que inicia hacia el
segundo dia, el VEGF es el principal factor relacionado a este proceso; la hipoxia

tisular e isquemia promueven su liberacion ¢*2°)

, SU presencia permite la
revascularizacién del segmento dafiado a partir de la vasculatura adyacente. El
ultimo paso de esta fase es la reepitelizacién, ocurre principalmente por los
queratinocitos, los cuales migran a través del tejido de granulacion con la finalidad

de restablecer el contacto entre los bordes dafiados.

Por ultimo, en la fase de maduracién o remodelacién (que puede durar meses)
ocurre la transformacion de fibroblastos a miofibroblastos por la presencia de

filamentos de actina, TGF-B y PDGF #*??: esta modificacién en su estructura



permite la contraccion de la herida y se reduce la cantidad de fibroblastos en el

sitio de lesion. La disminucion en la sintesis de colageno reduce el grosor de la
cicatriz, el reordenamiento de las fibras presentes aumenta la resistencia de la
misma, disminuye la presencia de vasos sanguineos y la aparicion de células
inflamatorias. Al final, la cicatriz formada posee hasta el 80% de la resistencia del

tejido original %22,

1.7.1 CICATRICES FIBROTICAS

La fibrosis puede definirse como el reemplazo de los componentes estructurales
normales de un tejido por la acumulacion excesiva de tejido cicatrizal no funcional
@) Una cicatriz fibrética ocurre por depésito excesivo de los componentes de la
MEC, o por falta de su degradacion; una inhibicion o disminucion de los
componentes encargados de regular esta deposicion (ej.: colagenasas), produce
un aumento en la cantidad y una falta de organizacién de las fibras de colagena,
esto promueve la formacion de fibras gruesas y desorganizadas ®®. El aumento
en la cantidad de fibroblastos dentro de la lesibn no esta relacionado a la
formacion de este tipo de cicatrices. Dentro de los mecanismos que causan una
cicatriz fibrética, estan patologias con una prolongada fase inflamatoria en la

cicatrizacion @9,



1.8 FARMACOS MODULADORES EN EL PROCESO DE

CICATRIZACION

Con la finalidad de evitar la formacion de cicatrices fibréticas se han utilizado
diversos farmacos a manera de modular los diferentes componentes de la
cicatrizacion. En trdquea debido a la alta posibilidad de presentar reestenosis
posquirargica se han utilizado experimental y clinicamente distintos farmacos, sin
embargo su aplicacion sistémica (AINES o esteroides) o intralesional (5 fluoracilo y

Mitomicina C entre otros) no previene la formacion de cicatrices fibréticas %2829,

De forma clinica el agente mas utilizado es la Mitomicina C para evitar reestenosis
traqueal, farmaco antineoplasico e inhibidor del crecimiento de fibroblastos; no
obstante se ha observado que la aplicacién intralesional ya sea de manera adjunta
a la ablacion con laser o a la dilatacién con canula no previene la formacion de

estenosis 3031

En varios tejidos se ha utilizado acido hialurénico (AH); componente de la MEC
como modulador de la cicatrizacidn; en traguea se ha observado que bloquea la
respuesta inflamatoria aguda y favorece la proliferacion, regeneracion y reparacion

tisular similar a la ocurrida en heridas fetales ?9.



1.8.1 COLAGENA-POLIVINILPIRROLIDONA

La colagena-polivinilpirrolidona es un preparado a base de colagena tipo |
obtenida de piel porcina irradiada con rayos gamma, unida de manera covalente a
polivinilpirrolidona para potencializar su efecto y reducir su antigenicidad ©¢?. Es un
farmaco que se comercializa en forma de esponja (ECPVP) o solucion inyectable
(Fibroquel® Laboratorio Farmacéutico Aspid S.A de C.V. D.F, México). Posee
actividad fibrinolitica y actia como remodelador de procesos fibrosos debido a que
disminuye la actividad de moléculas de adhesiéon (ELAM-1, VCAM-1, ICAM-1) asi
como de citocinas proinflamatorias y fibrogénicas (IL-1B, TNF-a, TGF-1B y PDGF-
AB) 334 ge ha utilizado para el tratamiento de cicatrices queloides e
hipertréficas, fibrosis dérmicas y tendones para disminuir el volumen de la cicatriz,
desaparecer el infiltrado inflamatorio y restablecer la arquitectura normal del tejido
(35:38): su uso posterior a la reseccién y anastomosis traqueal disminuye la cantidad
de colagena formada por gramo de tejido traqueal en el sitio de la anastomosis ?;
en forma de esponja se emplea como hemostatica o en lesiones cutaneas con
pérdida de la continuidad y se ha observado que reduce las adherencias

intraabdominales G7,



1.8.2 GELATINA ABSORBIBLE DE ORIGEN PORCINO

La gelatina absorbible de origen porcino (Gelfoam compressed sterile sponge®,
Pfizer, Nueva York, EU) es un producto en forma de esponja (EGA), insoluble en
agua, no elastica, y porosa preparada a base de piel purificada del cerdo. Se
utiliza principalmente como esponja quirdrgica hemostatica absorbible para
sangrado difuso en vasos de pequefio calibre ©. Su mecanismo de accién ocurre
por compresion mas que en alteracion en los factores de la coagulacion. Se ha
utilizado como material de empaquetamiento de oido medio para evitar el colapso
de la membrana timpénica, lo que permite que actle como puente para la

migracién celular durante la cicatrizacién de la misma ©2.



II. JUSTIFICACION

El tratamiento ideal de las estenosis traqueales es la reseccion traqueal y
anastomosis; sin embargo se ha observado reestenosis traqueal hasta en el 30%
de los casos, aun cuando se utilizan moduladores de la cicatrizacion. La colagena-
polivinilpirrolidona en suspension ha mostrado buenos resultados de manera
experimental para evitar reestenosis del sitio de la anastomosis; no obstante, una
desventaja considerable en esta presentacion es que requiere de varias
aplicaciones, esto implica someter a los pacientes a procedimientos anestésicos y
endoscopicos recurrentes. En este trabajo se propone aplicar la ECPVP alrededor
de la anastomosis traqueal, la cual no ha sido probada en la cicatrizacién traqueal;
con el proposito de disminuir la reestenosis traqueal posquirldrgica; de esta
manera se realizaria la aplicacion del farmaco una sola vez en forma de esponja,
lo que reduce riesgos y el costo del tratamiento para los pacientes atendidos en

este instituto.



Ill. HIPOTESIS

Si la colagena-polivinilpirrolidona es un modulador de la cicatrizacion que evita la
formacion de cicatrices fibréticas, entonces su aplicacion en forma de esponja
sobre el sitio de anastomosis traqueal posterior a la reseccién traqueal disminuye

la incidencia de estenosis posquirargica en ratas Wistar.



V. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la cicatriz formada en el sitio de anastomosis traqueal en ratas Wistar
tratadas con esponja de colagena polivinilpirrolidona y esponja de gelatina
absorbible posterior a la reseccién de tres anillos traqueales y anastomosis

término-terminal

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar los cambios macroscopicos asociados al uso de ECPVP y EGA sobre
la cicatriz de la anastomosis traqueal posterior a realizar la reseccion traqueal en

ratas Wistar.

2.- Valorar los cambios microscopicos asociados al uso de ECPVP y EGA sobre la
cicatriz de la anastomosis traqueal después de realizar la reseccion traqueal en

ratas Wistar.



V. MATERIAL Y METODOS

5.1 RECURSOS

El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER - ICV).

En este estudio participaron los investigadores y técnicos del Departamento de
Investigacion en Cirugia Experimental del INER-ICV, que proporcionaron
quiréfanos, monitores, microscopio (OMP 19-FC Carl Zeiss, Faserbeleuchtung,
West Germany) e instrumental de microcirugia, asi como farmacos y materiales
necesarios para llevar a cabo los procedimientos quirdrgicos, tratamientos y

seguimiento posoperatorio en los animales.

Se involucraron técnicos pertenecientes al Bioterio del mismo instituto que
proporcionaron a los animales de acuerdo a los criterios propios de esta

investigacion 839,

También intervino personal del Departamento de Investigacién en Morfologia del

INER, quien proceso las muestras de los tejidos sometidos a estudio.



5.2 SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 30 ratas Wistar, clinicamente sanas sin importar sexo o edad, con un
peso aproximado de 250 a 350 gramos. Durante todo el experimento se siguieron
las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
la Norma Oficial Mexicana en la materia ®? y la Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals de los Estados Unidos “%

5.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron ratas Wistar clinicamente sanas, que no presentaron antecedentes
de alguna enfermedad respiratoria durante la estancia en el bioterio del INER ni
previo al procedimiento quirdrgico. Todo animal sometido a eutanasia por causas

relacionadas al procedimiento quirargico fue incluido en el estudio.

5.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Los animales que cursaron con algun cuadro clinico patolégico de vias aéreas
durante la permanencia en el bioterio del INER-ICV previo al procedimiento
quirurgico no fueron empleados como modelos experimentales, asi como aquellos

que fueron sometidos a eutanasia por causas ajenas al procedimiento quirdrgico.

5.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

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

provocada ni relacionada al procedimiento quirdrgico.



5.2.4 CRITERIOS DE TERMINACION

Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o crénico, de acuerdo a
los descrito por The Rat Grimace Scale “? o signos de enfermedad respiratoria
relacionada al procedimiento que no disminuyd con la aplicacion de
medicamentos, de inmediato fueron sometidos a eutanasia por sobredosis
anestésica con pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara,

México).

5.3 CONSIDERACIONES ETICAS

El protocolo de investigacion fue revisado y aprobado por el Comité de Bioética e
Investigacion del INER-ICV y por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de
Animales para Experimentacion (CICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).

Durante el estudio se siguieron las especificaciones técnicas para el cuidado y uso

de animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana en la materia ©% y la

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos “%.



5.4 GRUPOS DE ESTUDIO

Los animales de dividieron en 3 grupos de estudio, en donde se realiz6 la

reseccion de 3 anillos traqueales:

Grupo | Testigo (n = 10): Reseccién tragueal con anastomosis sin tratamiento.

Grupo Il ECPVP (n = 10): Reseccion traqueal con anastomosis y aplicacion de

ECPVP en toda la cara externa al sitio de la anastomosis.

Grupo Il EGA (n = 10): Reseccion traqueal con anastomosis y aplicacion de EGA

en toda la cara externa al sitio de la anastomosis.

5.5 PREPARACION DE LA ESPONJA

La ECPVP y la EGA fueron preparadas de manera estérii para su uso
transquirdrgico; ya que se comercializan con medidas de 120mm x 80mm x 70mm
y 50mm x 10mm respectivamente. Para la preparacion y corte de la esponja, se
esterilizd el material a utilizar (tijeras de Mayo, pinzas de diseccién, crioviales, y
regla milimétrica) dentro de un gabinete de bioseguridad (Labconco Purifier Logic+
A2 Biosafety Cabinet®, LABCONCO, Kansas, Estados Unidos); se expuso a luz
UV por 30min, finalizado este lapso y por medio de guantes estériles se realizo el
corte de ambas esponjas (25 mm x 6mm x 4mm). Cada fragmento de ECPVP
poseia 3.3mg de colagena polivinilpirrolidona, y fueron depositados en crioviales
estériles hasta el momento de ser aplicados en las anastomosis traqueales.

(Figura 1).



Figura 1. Corte y preparacion de las ECPVP y EGA. a) Dentro de un gabinete de

flujo laminar se colocé todo el material, se expuso a luz UV por 30min; b)
finalizado este lapso se realiz6 el corte de la esponja. ¢) Se cortaron en
fragmentos de 25 mm x 6mm x 4mm; d) los cuales fueron depositados en
crioviales estériles hasta el momento de ser aplicados en las anastomosis

traqueales.



5.6 ANESTESIA

Los animales fueron anestesiados con ketamina (Anesket®, Pisa, Guadalajara,
México) 70mg/kg/IP y xilazina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania)
5mg/kg/IP. Una vez anestesiados se les administr6 como analgesia preoperatoria
meglumina de flunixin (Napzin®, Pisa, México, DF, México) 4 mg/kg/SC vy
enrofloxacina (Baytril®, Bayer, Leverkusen, Alemania) 5 mg/kg/SC de manera
profilactica. Se utiliz6 un monitor de signos vitales (Datascope Passport 5 Lead
Monitor®, Mindray Medical International, Shenzhen, China) para registrar
frecuencia cardiaca (FC) frecuencia respiratoria (FR) y saturacion de oxigeno
(Sa02) durante todo el procedimiento quirdrgico y hasta la recuperacion

anestésica.



5.7 TECNICA QUIRURGICA

Bajo anestesia general se realizo tricotomia de la region cervical ventral, lavado y
antisepsia de la zona; se efectu6 una incisién longitudinal en piel y se separaron
todos los planos hasta llegar a la traquea; se retrajeron ambos nervios laringeos
recurrentes por medio de diseccion roma y el tejido conectivo presente entre la
traguea y el esofago. Se resecaron 3 anillos traqueales, del 6to al 8vo anillo los
cuales se conservaron en formol al 10% y sirvieron como anillos de control
histol6gico. Se realiz6 reseccion traqueal con anastomosis término-terminal
(tragueoplastia) por medio de microcirugia a través del microscopio (OMP 19-FC
Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, Alemania) con sutura de polipropileno (Prolene®,
Ethicon, New Jersey, EU) calibre siete ceros (7-0); se adosoé la parte membranosa
con surgete simple y con puntos simples la cara ventral en la porcion cartilaginosa.
Se comprobd que no existieran fugas en la region anastomosada instilando
solucion salina fisioldgica 0.9% (Solucion CS Pisa®, Pisa, Guadalajara, México);
de esta manera es posible visualizar la presencia de burbujas y por consecuencia
fuga del sitio. En el grupo | se procedio al cierre convencional, en el caso del grupo
II'y Ill, se rode6 en 360° el sitio de la anastomosis con la esponja (ECPVP y EGA
respectivamente) de tal manera que se recubrié en su totalidad la cara externa y
se humedeci6 para darle consistencia. Posteriormente se efectué el cierre
convencional, uniendo los musculos esternohiodeos con puntos simples con
polidioxanona (PDS®, Ethicon, New Jersey, USA) calibre cuatro ceros (4-0) y la
piel se adosé por medio de puntos simples con el mismo material de sutura

(Figura 2).



Figura 2. Técnica quirargica. a) Se efectud tricotomia y antisepsia de la region
cervical ventral; b) diseccion roma de todos los planos, c) separacién de los
nervios laringeos recurrentes. d) Se realizé la reseccién de tres anillos traqueales;
e) anastomosis término-terminal con surgete simple en la porcion membranosa vy f)
puntos simples en la porcidn cartilaginosa. g) En los grupos Il (ECPVP) y lll (EGA)
se roded en 360° el sitio de la traqueoplastia y h) se humedecié para darle

consistencia.



5.8 CUIDADOS POSQUIRURGICOS

Se utilizaron dos dosis de antibidtico (enrofloxacina) administradas cada 24 horas
durante los dos dias posteriores al procedimiento y dos aplicaciones de analgésico
(meglumina de flunixin) bajo el mismo esquema y a las mismas dosis pre
quirargicas. Todo animal con algun signo de patologia respiratoria prolongé el
tratamiento a base de desinflamatorios no esteroideos hasta por una semana,
aguellos animales sin respuesta favorable al tratamiento fueron sometidos a

eutanasia por sobredosis anestésica.

5.9 EVALUACION

5.9.1 EVALUACION CLINICA

Todos los animales fueron sujetos de observacion clinica diaria durante los
primeros 5 dias y a los 10, 17, 23 y 28 dias posteriores al procedimiento hasta
finalizar el estudio (dia 28). Los parametros evaluados fueron: cambios en el
patrén respiratorio (normal o disnea), presencia o0 ausencia de ruidos respiratorios
(estridor), estado de la herida quirdrgica (inflamacion, infeccién, dehiscencia,
formacion de enfisema subcutaneo) y signos de dolor de acuerdo a los criterios
establecidos por The Rat Grimace Scale (posicidbn de la orejas, cierre de los
parpados, abultamiento de las mejillas y cambios en la posicion de los bigotes), en
una escala del “0” al “2”, el 0 corresponde a la ausencia total de signos, y “2”, clara
evidencia en el cambio de la expresién facial de dolor en los animales, con un

méximo de 8 puntos (Tabla 1) “V.



Ausente Moderado Evidente

Tabla 1. Evaluacion del dolor de acuerdo a lo descrito por Sotocinal et al (2011).
En el caso de los animales que lo presenten (dolor) se observa que los parpados
tienden cerrarse, el abultamiento de las mejillas se ve reducido, la posicion de las
orejas se modifica existiendo una mayor distancia entre ambas y los bigotes
muestran una apertura mayor con respecto a las mejillas. Adaptado de The Rat
Grimace Scale “V.



5.9.2 EVALUACION MACROSCOPICA

La evaluacidbn macroscopica se realizd6 el dia 28 (fin de estudio), todos los
animales fueron sometidos a eutanasia por sobredosis anestésica de pentobarbital
sédico 150mg/kg/IP. La ausencia de reflejos, frecuencia cardiaca, pulso,
frecuencia respiratoria y presencia de midriasis, se utilizaron como parametros

para determinar la muerte del animal “2.

En todos los casos se evaludé en el sitio de la anastomosis, la presencia o
ausencia de la esponja (ECPVP o EGA), dehiscencia, infeccién, formacion de
fistulas, asi como la presencia de adherencias de acuerdo a la escala descrita por
Olmos-Zuaiiga et al. (2002): 0= sin adherencias, 1= adherencias minimas
facilmente despegables, 2= adherencias completas facilmente despegables y 3=

adherencias completas y firmes “3,

Finalmente se retird6 el segmento
anastomosado para realizar el andlisis morfométrico de acuerdo a lo descrito por
Rodriguez-Revilla et al. (2009) para evaluar el diametro de luz traqueal y se
comparé con otro segmento traqueal sano extraido en el momento. Para
determinar el grado de estenosis traqueal se utilizd la escala descrita por Freitag

et al. (2007): grado 0= sin estenosis, grado 1= <25%; grado 2= 25-50%; grado 3=

50-75%; grado 4= 75-90% y grado 5= estenosis del 100% “¥.



5.9.3 EVALUACION MICROSCOPICA

Para la evaluacién microscépica se tomaron los anillos obtenidos durante la
cirugia (anillos de control) y el sitio de anastomosis (28 dias poscirugia), se fijaron
en formaldehido al 10%. Fueron incluidos en parafina, se realizaron cortes de 4y,
se tifleron con Hematoxilina-Eosina (H-E) y tricromica de Masson para determinar
la presencia de material de sutura, presencia de las esponjas, arquitectura
anatomica normal del segmento traqueal, pérdida parcial o total del epitelio que
fueron reportados descriptivamente. La inflamacion, congestion, hemorragia y
fibrosis fueron evaluados mediante la escala semicuantitativa descrita por Veiga-
Barreiro et al. (2004). A cada parametro evaluado se le asigné un grado de
acuerdo a la severidad 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%

(45)



VI. ANALISIS DE DATOS

El analisis estadistico de la evaluacibn macroscopica (ausencia o presencia de
fistulas, infeccion, dafio a tejidos periféricos, dehiscencia de la anastomosis,
presencia de la esponja, nhimero de casos con estenosis traqueal y grado de la
misma) y microscopica (inflamacion, congestion, hemorragia y fibrosis) se realiz6
mediante la prueba de andlisis de varianza (ANDEVA), Tukey y Dunnet. Los

valores de p < 0.05 se consideraron como significativos.



VIl. RESULTADOS

7.1 CLINICOS

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico, pero no al tiempo de
estudio establecido. En el grupo | (testigo) dos animales fueron sometidos a
eutanasia, uno por causas ajenas al estudio, y otro por complicacion respiratoria
asociada al procedimiento quirargico al dia 7. Mientras que en los grupos Il
(ECPVP) vy Ill (EGA) todos los animales completaron su tiempo de estudio (28

dias).

En el grupo I y Il el 20% de los animales presentaron disnea y estridor por los

primeros 5 dias y para el décimo dia el 10% continuaba con estos signos.

En el grupo Il el 50% presento dificultad respiratoria durante los primeros 5 dias;
en el decimo dia ningun animal presentaba disnea o estridor a diferencia de los

otros dos grupos.

Para el dia 17, 23 y 28 ningun animal de los tres grupos presentaba signos de
dificultad respiratoria; ni infeccion en la herida quirdrgica, dehiscencia de los
puntos o formacién de enfisema subcutédneo y solo un animal alcanz6 4/8 de los

puntos totales de la escala de dolor (Tabla 1) “%.



7.2 MACROSCOPICOS

Durante la inspeccion macroscopica al final del estudio ningun animal de los tres
grupos presentd dehiscencia de la anastomosis, infeccion, dafio a tejidos
periféricos o presencia de fistulas. En el grupo Il (ECPVP) y lll (EGA) no hubo

presencia visual de la esponja.

La presencia y tipo de adherencias fueron clasificadas de acuerdo a la escala

anteriormente descrita (Figura 3).

Figura 3. Fotografias con los distintos grados de adherencias de acuerdo a la

escala descrita por Olmos-Zufiga et al. (2002); a) sin adherencias; b) adherencias
minimas facilmente despegables; c¢) adherencias completas facilmente

despegables y d) adherencias completas y firmes.



Del grupo I, cinco animales presentaron adherencias grado 1 (minimas facilmente

despegables) y los cinco restantes adherencias grado 2 (adherencias completas
facilmente despegables). En el grupo Il, 6 animales no tuvieron adherencias (0 =
sin adherencias) y cuatro presentaron adherencias grado 1. Del grupo Ill, un
animal no presentd adherencias; cinco animales presentaron grado 1; tres

animales un grado 2 y uno present6 grado 3 (adherencias completas y firmes).
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Gréafica 1. Numero de animales que presentaron adherencias al finalizar el
estudio. Los animales del grupo II (ECPVP), desarrollaron menor presencia y

grado de éstas en comparacion a los otros dos grupos.



Para determinar el grado de estenosis traqueal se retird el sitio de la anastomosis

y un segmento traqueal sano caudal a la misma para realizar el andlisis

morfométrico y comparativo de la luz (Figura 4).
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Figura 4. Analisis morfométrico de la luz traqueal. Del lado izquierdo se coloco el
sitio de la anastomosis traqueal, del lado derecho un segmento caudal sano como
comparativo del didmetro. Se utilizd la escala descrita por Freitag et al. (2007)
para determinar el grado de estenosis; a) 0= sin estenosis; b) grado 1= estenosis
< 25%; c) grado 2= estenosis de un 25 - 50%. No hubo animales que presentaran
grado 3, 4y 5 (50-75%; 75-90% y 100% respectivamente).

El grupo | (testigo) el 50% no presentd estenosis, un 10% presenté grado 1 vy el
40% presentd un grado 2; en el grupo Il (ECPVP) el 90% no presentd estenosis y
solo 1 (10%) present6 grado 1. El grupo Il (EGA) el 50% no presentd estenosis, el
40% presentd un grado 1 y el 10% presentd un grado 2. Ningun animal alcanzé

grado 3, 4 0 5. (Gréfica 2).
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Gréafica 2. Porcentaje de estenosis traqueal en los 3 grupos de acuerdo a la
escala descrita por Freitag et al. (2007). Se observé que los animales tratados con
la ECPVP mostraron menor grado de estenosis; sin embargo al compararlos entre

grupos solo fue estadisticamente significativo con el grupo |I.



7.3 MICROSCOPICOS

Microscopicamente todos los anillos controles mostraron apariencia normal. En los
anillos del grupo | (testigo) al dia 28, el 30% presento alteracion en la arquitectura
anatomica normal de la traquea por pérdida en la continuidad debida a disrupcion
del cartilago (Figura 5a), células gigantes por la presencia de material de sutura

en el 30% (Figura 5b); el 10% presentd metaplasia 6sea del cartilago.

Figura 5. Fotomicrografia del grupo I, al final del estudio en la que a) se observa la

pérdida de la arquitectura traqueal (H-E 2x); b) punto de sutura (flecha),
congestion y hemorragia grado 3 (H-E 10x); c) gran cantidad de fibras de colagena

a lo largo del segmento (Masson 2x); d) y fibrosis severa (Masson 10x).



En los anillos del grupo Il no se encontré material compatible con la ECPVP en el

sitio de anastomosis, el 40% de los segmentos mostré material de sutura con

presencia de células gigantes. ElI 20% tuvo una pérdida parcial del epitelio y el

10% presento ruptura del cartilago.

Figura 6. Fotomicrografia de un animal del grupo IlI; a) se observa el
mantenimiento de la arquitectura traqueal (H-E 2x); b) con hemorragia leve
(flecha; H-E 10x); c) se observa la disposicion de las fibras de coldgena lo largo
del segmento (Masson 2x); d) fibrosis grado 1 (Masson 10x).



Los anillos del grupo Ill presentaron en el 40% de los casos pérdida parcial del

epitelio, el 10% pérdida completa del mismo; en el 50% de las muestras se
observo la presencia de material mucinoso en el sitio de anastomosis compatible

con la presencia de EGA (Figura 7) y material de sutura en el mismo porcentaje.

Figura 7. Fotomicrografia del Grupo Il en la que; a) se observa material de

aspecto mucinoso compatible con la EGA no degradada en el sitio de la
anastomosis (flecha) y cambios en la arquitectura traqueal (H-E 2x); b) se observa
infiltrado inflamatorio en el material compatible a la EGA (H-E 10X); c) deposicién
de fibras a lo largo de la anastomosis tragueal (Masson 2x); d) con presencia de

fibrosis rodeando al material compatible con la EGA (Masson 10x).



La presencia de congestion y hemorragia en las biopsias de todos los animales del

estudio fue de ausente a leve al comparar entre grupos y dentro de cada grupo no
mostré diferencias importantes (p= 0.368 ANDEVA, p= 0.250 ANDEVA

respectivamente).

Con respecto al grado de inflamacion observada, los animales del grupo |l
desarrollaron grado 3 (moderada) en comparacion con los otros grupos en los que

se consider6 ausente (p < 0.001, ANDEVA, Tukey).

Al comparar el grado de fibrosis microscépica, el grupo Il presentd mejor
organizacién y disposicion de fibras de colagena y menor deposicion de estas en
el sitio de la anastomosis (Figura 6) comparativamente con los dos grupos
restantes, los segmentos traqueales del grupo | presentaron mayor grado de
fibrosis; la mitad de los individuos del grupo Il presenté mayores grados de
fibrosis comparativamente al grupo Il en la mitad de la poblacion de estudio
(Grafica 3), a pesar de lo anteriormente descrito, estadisticamente no se

observaron diferencias (p= 0.606 ANDEVA).
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Grafica 3. Grafica donde se muestra comparativamente el grado de fibrosis
obtenido al final del estudio donde no se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p= 0.0606 ANDEVA)



VIIl. DISCUSION

La estenosis traqueal pos intubacidén es originada por la cicatrizacion patoldgica,

caracterizada por excesiva formacion de tejido fibroso. El tratamiento ideal es la
reseccion traqueal y anastomosis término terminal de la misma, no obstante se ha
observado que esta no se encuentra exenta de sufrir reestenosis traqueal por la
alteracion de los mecanismos de la cicatrizacion; con base en esto, se ha
intentado la cirugia en conjunto con el uso de moduladores de la cicatrizacién a
manera de evitar o minimizar estas alteraciones. Dentro de los farmacos mas
utilizados para este fin se encuentra la mitomicina C; sin embargo no ha tenido el

éxito esperado; razén que justifica la busqueda de otros productos “®).

La colagena-polivinilpirrolidona es un biofarmaco que existe en forma de
suspension y esponja, la cual se ha utilizado como modulador del proceso de la
cicatrizacién debido a que reduce la respuesta inflamatoria 33", De forma clinica
ha probado ser util para el tratamiento de patologias crénico degenerativas como
osteoartritis, pseudoartrosis de tibia, mastectomias radicales sin reconstruccion
quirdrgica y en Ulceras venosas ®®*"“® donde su empleo ha demostrado que
reduce el costo de tratamiento de los pacientes “®. Experimentalmente disminuye
la formacion de adherencias intraabdominales, y estimula la regeneracion 6sea
(3649 en la traquea con el uso tépico de la suspensién que ha mostrado buenos
resultados, ya que evita la reestenosis del sitio de la anastomosis en modelos

| (29,51,52); pese a ello una

caninos tras la reseccion y anastomosis término-termina
desventaja considerable de esta presentacion es que requiere de varias

aplicaciones, lo cual implica someter a los pacientes a procedimientos anestésicos



y endoscopicos en forma recurrente. En este estudio se trabajé con la ECPVP, la

cual aun no ha sido probada de manera previa en la cicatrizacion traqueal, con el
propésito de disminuir la reestenosis posquirdrgica para lo que se aplica externa
sobre el sitio de anastomosis; de ser exitosa, evitara los inconvenientes que posee

la presentacidn en suspension antes mencionada.

Con respecto a los hallazgos clinicos, los animales tratados con la ECPVP
mostraron menor tiempo de dificultad respiratoria, debido a que este biofarmaco
disminuye la inflamacion, lo que evitd que se prolongaran los signos inherentes a

ésta 9,

Estos hallazgos coinciden con lo descrito por Santillan, Hernandez,
Ifiiguez, Gonzalez, y Olmos #°°1523354 quienes han estudiado la cicatrizacién
traqueal en diferentes modelos experimentales y han observado que los animales
con este tratamiento solo muestran estridor durante la primera semana pos cirugia
como sucedidé con los animales del grupo Il del presente estudio. Algunos
animales del grupo | mostraron signos (estridor principalmente) durante los 10
primeros dias en virtud de que no recibieron ninguin tratamiento y en aquellos que
integraron el grupo Il en donde se empleo la EGA que carece de propiedades

antiinflamatorias también se prolongé el mismo tiempo ©°°9.

Macroscopicamente en ningln caso se observaron restos o presencia de la
ECPVP o de EGA al final del estudio. Este hallazgo para el grupo Il (ECPVP), se
relaciona de manera probable a que esta esponja se degrada antes de las 4
semanas pos cirugia, como lo describido Olmos-Zuniga et al (2009) al estudiar los
cambios en la cicatrizacion al empaquetar el oido medio con la ECPVP pos

perforacion de la membrana timpénica. En cuanto a la EGA los hallazgos no



coinciden con lo descrito por este autor, quien menciona que a nivel

macroscopico, la EGA permanece visible por mas de 4 semanas como lo
demuestra en el estudio anteriormente mencionado ®”; lo que no se observé en

este trabajo experimental.

Por otro lado los animales tratados con la ECPVP desarrollaron menor grado de
adherencias en comparacion con los otros grupos de estudio, posiblemente
porque este producto actia disminuyendo la expresiéon de algunas citocinas
fibrogénicas como la IL-1beta, TNF-alfa, TGF-betal, y PDGF, como lo describio
Cervantes-Sanchez et al (2003), al estudiar el efecto de la colocacion de la

ECPVP en la cavidad abdominal de conejos sometidos a apendicectomia €7,

Con respecto a la menor presencia de estenosis mostrada en el grupo I,
posiblemente fue originada porque la colagena-polivinilpirrolidona inhibe la
respuesta inflamatoria aguda y crénica tanto local como periférica, asi como la
formacién de decorina y colageno, como lo han reportado varios investigadores
que han valorado el efecto de la aplicacion topica de este farmaco en la
presentacion de suspensién de manera semanal en el sitio de la anastomosis,

mejorando la cicatriz de la herida traqueal ©°°152:

Los hallazgos de este trabajo
coinciden con lo descrito por otros autores que mencionan que el uso de
moduladores de la cicatrizacién en la traquea como el acido hialurénico ©®® o la
mitomicina C ®9%®Y disminuyen la formacién de estenosis traqueal posterior a la
reseccion de tres anillos en perros, no obstante, para el AH se reportd 16.6% de

reestenosis; referencia mayor que lo observado en este estudio que arrojo solo el

10%.



En todos los grupos se presentd peérdida del epitelio debido a que durante la

cicatrizacion de las heridas el epitelio traqueal dafiado es sustituido por colagena

de neoformacién durante la fase de remodelacién de tejidos ©2.

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las suturas
de todos los grupos de estudio, se considerd6 como respuesta inflamatoria cronica
granulomatosa donde el material de sutura utilizado durante la anastomosis
traqueal provoco la fusion de los macréfagos y al digerirlo dio lugar a la formacion

de estas células gigantes ©®.

Con respecto al mayor grado de inflamacion vy fibrosis mostrado por los animales
tratados con EGA, se atribuyd a que la esponja carece de propiedades
antiinflamatorias; ademas actu6 como cuerpo extrafio que origind mayor
inflamacion y desorganizacion en las fibras de colagena, asi como la
reoganizacion de estas ©”. En las ratas del grupo Il se observé menor inflamacion
lo que confirma que la ECPVP inhibe la expresion de citocinas profibrogénicas y
promueve la formacion de fibras de coldgena organizadas semejante a las

s (33,63,64)

observadas en los tejidos normale , 'Y en los estudios experimentales de

traguea.



IX. CONCLUSION

La colagena polivinilpirrolidona en esponja, en la rata como modelo experimental,

posterior a la reseccion de anillos traqueales cervicales sobre el sitio de
anastomosis, demostré que reduce las adherencias y el grado de estenosis

traqueal, lo que concuerda con estudios previos de acuerdo a la literatura.

Estos hallazgos requieren ser llevados a cabo en otras especies que posibiliten la
evaluacion del paciente desde el punto de vista endoscépico, lo que permitira
reforzar los hallazgos encontrados en el presente estudio y en algin momento
traspolarse a la cirugia en humanos; lo que denota la importancia de la cirugia

experimental en la investigacion biomédica.
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