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I. Introduccién

Las adherencias peritoneales postoperatorias, son bandas de tejido fibroso que adhieren los
organos intraabdominales uno a otro, traccionandolos entre si 0 hacia la pared abdominal, cuando tales
estructuras en condiciones normales se encuentran separadas. La mayoria consiste en abundante tejido

conectivo y adiposo. (1)

Las adherencias ocurren cuando dos tejidos que normalmente se mueven libremente pasan a estar

juntos por un puente fibroso. (2)

El procedimiento quirdrgico es la principal causa de adherencias. (2) Se han reportado que 79% de
los pacientes con adherencias tenian antecedentes de cirugia previa; 18% tuvieron historial de enfermedad
inflamatoria y 11% son congénitas o sin causa aparente. (3)

Comunmente ocurren en procedimientos: abdominales, ginecolégicos, toracicos y cardiacos. (2)

Ocurren en casi toda cirugia abdominal (93%); la mayoria de ellos necesitard una reintervencion

liberando los 6rganos o tejidos adheridos anormalmente (adherencionlisis) (2)
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Il. Antecedentes

Los esfuerzos hacia la prevencion de las adherencias pélvicas se han ido haciendo cada dia mayor,
debido a la gran morbilidad y a los altos costos que conllevan. Las adherencias peritoneales generan el 1%
de las hospitalizaciones en los Estados Unidos de America, lo que equivale a 846,415 dias de cuidados en
el hospital, y $1,33 billones de dodlares en hospitalizacién y gastos de cirugia (sin incluir, laboratorio,
endoscopia, radiologia, servicio de ambulancia, consultas a facultativos, dias de trabajo/productividad
perdida, costos asociados a la morbilidad a largo plazo y mortalidad temprana) (2) Aproximadamente 1% de
las hospitalizaciones en los servicios de cirugia general y 3% de las laparotomias por adherencias
peritoneales tuvieron una tasa de recurrencia posterior a la adherenciolisis de 11 al 21% con una mortalidad
temprana del 6%. (3) Por lo que el lograr evitar la formacidon de adherencias tiene un gran impacto al

mejorar el pronéstico de aquellas personas que se someten a cualquier tipo de cirugia abdominal y

pélvica.

La infertilidad en la mujer y el dolor cronico en pelvis es la complicacion mas comun de las
adherencias abdominales; la complicacién que con mas frecuencia se presenta consecutiva a las
adherencias intestinales manejadas quirdrgicamente es la obstruccion intestinal con una incidencia 54-59%

siendo de esta 60-70% del intestino delgado (2)

Las adherencias peritoneales postoperatorias son en mayor 0o menor grado consecuencias
inevitables, y un problema comin después de la realizacién de cualquier tipo de cirugia; tienen ademas

riesgos potenciales, algunos de ellos graves, como la obstruccién intestinal con compromiso vascular, lo

cual conlleva a una morbilidad y mortalidad elevada (2, 4-6)

La cirugia laparoscoépica redujo la formacién de adherencias un 25% y disminuy6 la severidad de las

mismas. (4)
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Il. Marco teorico

Dentro de los mudltiples esfuerzos para prevenir las adherencias peritoneales se han utilizado
diversas sustancias para este fin. Una revision hecha por Harris y colaboradores,(7) mostré la efectividad de
varios agentes utilizados que tan efectivos fueron varios agentes usados como antiadherentes. Este estudio
demostré que la efectividad de estos agentes depende de su permanencia en el sitio de la lesién en el
periodo de mayor susceptibilidad. Ellos evaluaron barreras no absorbibles como Goro-tex, silastic,
encontrando a los 7 dias minima formacién de adherencias, cuando se evaluaron barreras absorbibles el
incremento de las adherencias fue muy alto, quiza debido a un incremento de la respuesta inflamatoria
local, por otra parte, cuando se aplicd sello de fibrina mejoré la disminuciéon de las adherencias.(7) Los
resultados al usar diferentes soluciones mostré correlacién respecto a su viscosidad. La solucién de
Ringer's lactato no viscosa fue inefectiva para disminuir adherencias; cuando se utilizé una solucion mas
viscosa, carboxymetilcelulosa al 2% la respuesta fue mejor. El uso de dextran al 32% instilado en la cavidad
peritoneal, en la rata ocasiondé mortalidad del 100% debido a la acumulacién de liquido, el cual ejercio
presién osmoética. Debido a estos hallazgos, se utiliz6 menos liquido, sin embargo, no hubo mejoria en la
prevencion de las adherencias. Al evaluar la firmeza de las adherencias se encontré que el modelo de
fibrina tuvo formacion de adherencias mas débiles y el uso de carboximetilcelulosa, aunque estuvieran
presentes las adherencias éstas fueron mas laxas comparadas con los controles. El uso de fosfolipidos en

la cavidad peritoneal ha mostrado mejores resultados en la prevencion de adherencias.(7-12)

Uno de los métodos de barrera recientemente utilizado es con el acido hialurénico; éste se utilizé en
base liquida después de cirugia ginecoldgica y mostrd resultados alentadores, ya que se observd que la
presencia de adherencias en la cirugia de segunda vista eran menores en las pacientes tratadas con este

agente.(13)

Pero al utilizarlo como gel (intergel, gel de hialuronato férrico al 0.5%) en ensayo clinico controlado
en cirugia colorrectal se encontr6 inadmisible el niumero de complicaciones postoperatorias, como
dehiscencias de anastomosis principalmente y peritonitis aun en anastomosis intacta, por lo que en este tipo

de cirugia no se recomienda su uso.(14)

A. Fisiopatologia de la formacién de adherencias

La formacién de adherencias desde el punto de vista molecular y celular se origina por procesos
protectores simultaneos y secuenciales, independientemente de cual sea el origen del estimulo nocivo en la
cavidad abdominal; estimulos ex6genos y endovenosos pueden producir lesién celular y dar lugar a una
reaccion en el tejido conjuntivo y vascular, denominada inflamacién. (15,16)
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Algunas de las causas que pueden llevar a la formacion de adherencias peritoneales
postoperatorias son: trauma, isquemia, cuerpo extrafio, hemorragias, infecciones, respuesta autoinmune del

paciente y la tecnica quirargica primordialmente (17-20)

El trauma peritoneal es el factor mas frecuente para iniciar la formacion de adherencias (21-30) Se
ha demostrado que las adherencias peritoneales desarrolladas después de una cirugia son el resultado de
un proceso exacerbado de curaciéon normal del organismo (31-36); durante décadas se han utilizado
diversos métodos para evitar o disminuir las adherencias postoperatorias. Algunos métodos son efectivos,

mientras que otros incluso, las han aumentado. (31-37)

La actividad fibrinolitica local es el pivote en la formacion de adherencias tempranas, la superficie
mesotelial es la mayor fuente de activadores fibrinoliticos peritoneales. Se ha observado durante la fase
temprana de los procedimientos quirdrgicos un incremento en los niveles del inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1 PAI-2) y una disminucién del activador del plasminégeno tipo tisular. También se ha
observado un incremento a largo plazo de la actividad del activador del plasmindgeno tisular en modelos
experimentales. Si a esto se le suma una disminucién de la actividad fibrinolitica, y transformacién de factor

de crecimiento tipo 3, encontramos un factor importante en la formacion de adherencias.

La formacién de adherencias inicia con una matriz de fibrina y elementos celulares que llegan a esta
matriz en los primeros 3 dias. Formando posteriormente tejido de granulacién vascularizado que contiene
macrofagos, fibroblastos y las células gigantes gradualmente reemplazan la matriz de fibrina. Después del
cuarto dia, desaparece mas fibrina y predominan los macréfagos, seguidos de los leucocitos, un gran
namero de fibroblastos, y la coldgena comienza a presentarse. En esta fase la evolucion depende de la
actividad fibrinolitica; si ésta es efectiva se reabsorbera y desaparecera esta matriz dejando los tejidos sin
adherencias; en cambio si la actividad fibrinolitica local no es efectiva se forma una adherencia madura y

fibrosa.

Al quinto dia, se ha visto pequefios canales vascularizados conteniendo células endoteliales, y del
dia 5 al 10, los fibroblastos empiezan a alinearse en el sitio de la adhesion, junto con los depdsitos de

colagena y avanza la organizacion de la adherencia. (12,37,38)

Dentro de la cascada de la inflamacién también se ha sugerido la participacién directa de algunas
células, Niessen y Spauwen sugieren que los macrofagos son pivotes intermediarios entre la fase de

inflamacion y la formacion de cicatriz, ya que los macréfagos liberan citocinas que activan fibroblastos, el
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factor-B de crecimiento, factor de crecimiento derivado de plaquetas, e interleucinas, los cuales son

importantes en la produccion y organizacién de la colagena, asi como una buena matriz de degradacién
extracelular. Niessen y Spauwen,(39) también sugieren que no solo la actividad fibroblastica, sino también el

proceso celular e inmunolégico descrito contribuyen a la formacion de tejido cicatrizal excesivo. También
hay una relacion entre mastocitos y cicatrizacion, este hecho parte de que se han encontrado estas células
junto a la colagena dérmica, los mastocitos tienen una respuesta celular caracterizada por una actividad
parecida a la histamina, y son capaces de estimular la formacién de colagena e incluso incrementar el tejido
cicatrizal. Se asume, que éste mismo mecanismo debe estar presente en cualquier tejido donde haya

inflamacion y cicatrizacion. (39,40)

Se busca interferir en alguno de los pasos de la cascada de la inflamacion para evitar adherencias,
tal es el caso de estudios hechos con medicamentos que de alguna manera intervienen en estas vias, como
el celecoxib (41), el alopurinol (42) y las estatinas (43), éstas Ultimas tomadas como grupo de comparacion
en este estudio, se utilizaron por sus propiedades fibrinoliticas, buscando regular la fibrindlisis en el
peritoneo de pacientes sometidos a una laparotomia. Estas se han utilizado solo en modelos
experimentales, Aarons y cols (43), encontraron que la Lovastatina y la de 30mg/kg en una sola dosis
intraperitoneal, redujeron la Atorvastatina a dosis formaciéon de adherencias en un modelo experimental en
rata sometidas anastomosis de colon en un 26% y un 58% respectivamente (p<0.05), sin afectar la presion
de estallamiento en dichas anastomosis, a las 24 horas, se incrementaron los niveles peritoneales de
RNAm, y la actividad del factor activador del plasminégeno también en el liquido peritoneal. De cualquier

forma, el porcentaje de disminucidn de adherencias es bajo a lo que se espera en la clinica.

B. Reparacion normal del peritoneo
Las células mesoteliales generan un surfactante de base fosfolipidica que provee lubricacion para el
deslizamiento de las visceras, tiene actividad fibrinolitica, protegen de adhesiones y trombos, secretan

citocinas que tienen un rol activo en la reparacion tisular y la sintesis de matriz extracelular. (5)

Cuando se genera una lesion en la superficie mesotelial, la cascada de coagulacién causa un
deposito de fibrina. Los mondmeros de fibrina se polimerizan para formar un enrejado de fibrina que sirve
como una plantilla para la cicatrizacién o como puente de tejido para la generacion de adherencias. El area
lesionada es invadida por células anti-inflamatorias del tejido vascular o del liquido peritoneal. Los
polimorfonucleares (PMN) acuden de primera linea y persisten 1-2 dias. (6) Los macrofagos aparecen
después que los PMN y se vuelven las células predominantes. La concentracion pico se alcanza entre los

dias 5 y 6 después de la cirugia. (44) Los macrofagos se adhieren a la superficie dafiada en las 24 horas
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posteriores al evento quirdrgico.(45) Aproximadamente el dia 3, las células mesoteliales empiezan a cubrir
los macrofagos adheridos a la herida, y estos se incrustan mas profundo en la misma. (46) Si la reparacién
normal ocurre, en el area lesionada, sin importar el tamafio, se restaura como una lamina de continuidad de

células mesoteliales en 7 a 10 dias. (46)

C. Reparacion anormal del peritoneo

Alternativamente las células mesoteliales, fibroblastos y macrofagos peritoneales pueden iniciar la
sefial para un deposito excesivo de matriz extracelular via factores de crecimiento y citocinas. (46) Los
fibroblastos adheridos desarrollan el fenotipo de miofibroblasto. (47-51) Fibroblastos y miofibroblastos
secretan cantidades masivas de matriz extracelular (fibronectina, acido hialurénico, glucosamindglicanos y
proteoglicanos). Este proceso establece un débil puente fibroso entre tejidos. La vascularizacion y deposito

de colagena fortalece este puente formando una adherencia firme entre los tejidos. (46)

A pesar de que los mecanismos para el cambio de una reparacion normal a la formacion de
adherencias permanecen sin aclarar, posiblemente intervengan: la isquemia, trauma quirargico, inflamacion,
hemorragia, lesiones térmicas/quimicas, reacciones alérgicas, diseccion inadecuada de los tejidos (Brusca),

predisposicidn genética, reaccién a sustancias introducidas (polvo de guantes, suturas, gasas). (52-54)

Independientemente del factor inicial, en la formacion de adherencias intervienen cuatro procesos:

Sistema fibrinolitico, Deposito de matriz extracelular, Remodelacién y el Sistema inflamatorio. (2)

La mayoria de las adherencias ocurren en los primeros 10 dias posteriores al evento quirargico. (2)

D. Perfil farmacodinamico de Pirfenidona.

La pirfenidona es una molécula cuyo nombre es 5-metil-1-Fenil-2-[1H]-Pirferidona. Se trata de un
derivado de la piridona, disponible por via oral, que pertenece al grupo farmacoterapeutico de agentes
inmunosupresores. Presenta propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y antifibréticas aunque su

mecanismo de accion no ha sido completamente establecido (55).

El efecto antibifrotico de la pirfenidona ha quedado demostrado en diversos estudios tanto in-vitro
(56) asi como en multiples condiciones fibroticas, incluyendo los de pulmén, rifién y el higado, en modelos
animales (57,58) Con un mecanismo de accién que inhibe al factor de crecimiento transformador beta (TGF-
B) punto clave para la sintesis de colagena actuando sobre los fibroblastos y en la acumulaciéon de matriz

extracelular. Disminuye la expresion excesiva de TGF-B, TNF-alfa y del factor de crecimiento derivado de

Pagina 11



las plaquetas (FCDP). Disminuye el numero de células inflamatorias y bloquea la acciéon de B-FGF (factor

de crecimiento fibroblastico beta) y EGF (Factor de crecimiento epitelial). (59)

La Pirfenidona es una piridina con una estructura quimica simple. (figura 1) (60) con un mecanismo
no totalmente entendido, posee propiedades anti-fibroticas, anti-inflamatorias y antioxidantes. (61) Parte de
su actividad antifibrotica se relaciona con la habilidad para regular el factor de crecimiento beta 1. (56,61,62)
Altera la expresion, sintesis y/o acumulacién de colageno (62-66) Su actividad antifibrotica puede ser
atribuida en parte a la inhibicion del reclutamiento, proliferacion y/o expresién de células productoras de
matriz extracelular. (63-67) Pose ademas habilidad para regular citocinas inflamatorias (interferon gama,

IL-1beta, IL-6, IL-8, e IL-12) (56, 57, 67)

E. Modelo de creacién de adherencias.

Como en muchos otros estudios, los animales de experimentacion representan una herramienta
valiosa para establecer de manera controlada, los modelos de estudio. Diversos investigadores han utilizado
especificamente a la rata como modelo para el desarrollo de adherencias peritoneales, a través de realizar
incision en la linea media, creando sangrado intraabdominal, o con despulimiento de la superficies serosas,

siendo dificil obtener adherencias en el 100% de los controles.(10-17)

Por esta razén buscamos desarrollar un modelo que logre crear el proceso adherencial en todos los
animales del grupo control, para lo cual utilizamos dos mecanismos de lesién en la cavidad abdominal, para

asegurarnos que se presenten adherencias en todos los casos.
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IV. Planteamiento del problema

Las adherencias postoperatorias se presentan hasta en un 80% de los pacientes que son
intervenidos por lo menos 1 vez en su vida, y de éstos hasta un 45% se hospitalizan y/o se reintervienen por
presentar cuadros de oclusion intestinal, este fenémeno hace que las adherencias y sus consecuencias
sean un problema muy comudn en los servicios de cirugia general, sobre todo en aquellos procedimientos
gue requieren manejo de o6rganos pélvicos, que es donde se presentan de manera mas comun las

adherencias.

El uso de sustancias y métodos llamados de barrera que estan en contacto con las superficie
dafiada, pueden o no funcionar de manera adecuada dependiendo del tipo de procedimiento abdominal que
se haya realizado, por ejemplo anastomosis intestinales, corriendo el riesgo de que se interfiere con la

cicatrizacion de las mismas.

Pagina 13



V. Pregunta de investigacion

¢Es mas efectivo usar pirfenidona al ser comparado con placebo para disminuir la formacion de

adherencias postoperatorias en un modelo experimental en rata?

VI. Hipétesis Nula (Ho)

No hay diferencia entre usar Pirfenidona y el placebo para disminuir la formacién de adherencias

postoperatorias.
VII. Hipétesis Alternativa (Ha)

El usar Pirfenidona es mas efectivo al compararlo con Placebo para disminuir la formacién de

adherencias postoperatorias.
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VIII. Justificacion

Se han hecho muchos intentos para evitar o disminuir las adherencias postoperatorias, estos
intentos van desde una buena técnica quirGrgica con manejo gentil de los tejidos, uso de esteroides,
irrigacién de sustancias en la cavidad peritoneal, métodos de barrera, con resultados muy variables,
nosotros proponemos un modelo experimental donde compararemos dos medicamentos via oral, de facil
administracion con una sola dosis diaria, buscando la disminucién en la formacién de adherencias

postoperatorias de una forma facil y segura sin intervenir de manera directa en los tejidos.

Las adherencias abdominales generan el 1% de las hospitalizaciones en Estados Unidos de
America (1) al presentarse en el area de urgencias como oclusion intestinal, propiciando que su tratamiento,
ya sea médico o quirtrgico, haga la estancia intrahospitalaria prolongada (846,415 dias), gastando en
hospitalizacion y cirugia $1,33 billones de doélares (2), esto sin incluir, laboratorio, endoscopia, radiologia,
servicio de ambulancia, consultas a facultativos, dias de trabajo/productividad perdida, costos asociados a

la morbilidad a largo plazo y mortalidad temprana (1,3)

No existe en la actualidad un medicamento que disminuya el porcentaje de adherencias
peritoneales. (2) Motivo por el cual esta justificada la blisqueda de un medicamento que disminuya el
porcentaje de hospitalizaciéon y esto repercuta a largo plazo en disminucién de los costos tanto para el

hospital como para el paciente. (1)
Al determinar la efectividad de este medicamento, para disminuir la formacion de adherencias

peritoneales, tendremos una herramienta disponible para ayudar en la toma de decisiones al cirujano, que

se enfrenta con esta patologia en su practica diaria.
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IX. Objetivo

Determinar si Pirfenidona disminuye las adherencias peritoneales en el modelo animal.

X. Material y Metodos

1. Tipo de estudio

Original, prospectivo, longitudinal, experimental, ensayo clinico, sistematizado, placebo comparado.

2. Grupo de Estudio.

Universo: Se utilizaron ratas Wistar sin distincion de sexo, jovenes, de 350 gr. de peso tratadas
bajo condiciones de bioterio y acorde a Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Correspondiente a

una edad de adulto joven para esta cepa de 75 dias, a partir del nacimiento.

Grupo 1: sera el grupo control donde se efectuara laparotomia exploradora y cierre de pared con
Acido Poliglicolico 4-Os para peritoneo y para musculos 3-0s, afrontando piel con Nylon 3-0s puntos

separados simples

Grupo 2: se efectuara laparotomia exploradora, mas irrigacion intestinal con solucién 1 (Talco al
10%) y cierre de pared con Acido Poliglicolico 4-Os para peritoneo y para musculos 3-0s, afrontando piel con
Nylon 3-0s puntos separados simples y se administrara placebo via oral diluido en 50 ml en el agua de uso

diario del animal por 10 dias.

Grupo 3: se efectuara laparotomia exploradora, mas irrigacién intestinal con solucién 1 (Talco al
10%) y cierre de pared con Acido Poliglicolico 4-0Os para peritoneo y para misculos 3-0s, afrontando piel con
Nylon 3-0s puntos separados simples y se administrara pirfenidona via oral diluido en 50 ml en el agua de

uso diario del animal por 10 dias (a razon de 300mgr/kg de peso mezclada en el agua).

Los 3 grupos se reintervinieron al décimo dia, esto es para homologarlos y que completaran los 10
dias de tratamiento. En la reintervencion se hizo revisibn macroscopica de las adherencias, y se tomé

muestra de tejido para evaluacion histopatolégica.(fig. 1)

Al final del protocolo el animal serd sacrificado con Xilocaina al 2% intracardiaca (1cc) por su accion

rapida y menos estresante comparado con la camara de gas con éter o el golpe letal.
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3. Seleccion del modelo animal
Se basara en las caracteristicas especificas de la especie Wistar, sanos (sin acaros, sin parasitos ni

tumoraciones (pe. lipomas).

4. Procedencia del modelo animal
Procederan de la crianza del propio hospital en el departamento de investigacién quirargica

experimental.

5. Protocolo de cese por sufrimiento animal
El encargado del departamento de Investigacién quirlrgica experimental, notificara al comité de

investigacion y al tesista (Dr. Oscar Porras Escorcia) para la suspension del protocolo.

6. Criterios de Inclusion
Ratas Wistar de 250 a 300 gramos de peso, clinicamente sanas mantenidas en condiciones de

bioterio. Sin ninglin manejo experimental previo.

7. Criterios de no inclusion
Cualquier incidente patolégico que se presente durante la fase de preparacion de los animales,
como infecciones intercurrentes de cualquier tipo. Animales que sobrepasen 300 g de peso, 0 que hayan

sido manejadas en otro experimento.

8. Criterios de Eliminacidon
Mortalidad o complicaciones anestésico-quirargicas que dificulten o interfieran con la evaluacion de

las variables.

9. Reposicion por pérdidas
Los animales que mueran o se excluyan por causas ya descritas seran repuestos hasta completar la

muestra, no hubo mortalidad, por lo tanto, no se hizo reposicién de animales.

10. Técnica Anestésica.

En todos los grupos se utilizara método anestésico la utilizacién de tiopental sédico a razén de

12.5mg/kg de peso via intra peritoneal.
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11. Técnica Quirdrgica.

En todos los grupos, se realizé el mismo modelo de formacién de adherencias que ya ha sido
descrito previamente con despulimiento del ciego y colocacion de cuerpo extrafio en pared peritoneal

contralateral.

Se realizé incisibn media infraumbilical de aproximadamente 4 cm de longitud, diseccion por planos
hasta llegar a cavidad, localizando el ciego, en el que se despulié una zona de aproximadamente 1 cm2
retirando la serosa, ademas de colocar 3 puntos en X con seda 4-0 en la pared peritoneal contralateral. Se

cerro por planos con seda 4-0 dando por terminado el procedimiento.

Al décimo dia, se realizé la reintervencion. Haciendo una incision media tratando de no interferir con
el proceso adherencial que se haya formado en esa zona. Se procedié a la revisibnh macroscopica y
clasificacion del grado de adherencias, asi como la toma de tejido para las evaluaciones correspondientes.

(Figura 5)
Ver Imagen del procedimiento en Anexos (2)

Los animales se sacrificaron al término de la segunda intervencion quirdrgica de la siguiente
manera: Una vez retirado el tejido que se va a analizar y aun bajo efecto anestésico profundo, se inyect6 1

ml de Xylocaina al 2% intracardiaco; corroborando el cese de la actividad miocardica.

12. Evaluacién del proceso adherencial.

Una parte importante al evaluar las adherencias, es la presencia o no de éstas, ya que las

adherencias clinicamente se traducen en oclusién intestinal y/o dolor. Utilizamos la clasificacion cualitativa
de Knightly, (75) por ser facil de realizar por el observador, esta validada y ya se ha utilizado en otros

disefios donde se evaluaron adherencias. En cuanto a la evaluacidon microscépica se concentra en buscar
infiltrado de células inflamatorias tales como neutréfilos y mononucleares ademés de fibrina y colagena, que

en el modelo experimental esperamos se encuentre en menores cantidades. Se realizé con la clasificacion
histolégica de acuerdo a Zihlke,(73) y la escala Ehrlich y Hunt modificada por Philips, (76) mediante la

tincion de hematoxilina y eosina y la técnica tricromica de Masson. La revision histolégica se hizo mediante

cegamiento del pat6logo, asignando claves numéricas a las laminillas a evaluar.
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13. Lugar de realizacion

Centro de Cirugia Experimental del Hospital Juarez de Mexico.

14. Variables independientes.

1.-Pirfenidona

2.- Placebo

15. Variables dependientes.
1.-Tipo de adherencias. Grados de adherencias seguin su valoracién macroscépica (clasificacion
segun Granat).

0 Ausencia de adherencias
1 Adherencia Unica, delgada y facil de separar

2 Adherencias débiles y poco numerosas
3 Adherencias numerosas firmes que incluyen extensiones parietales
4 Adherencias numerosas densas y extensas que incluyen intestino, mesenterio, omento y

pared abdominal.

2.- Caracteristicas de las adherencias. Grado de adherencias segun su valoracién histol6gica

(segun Zihkle).(73)

a) Tejido conectivo laxo, rico en células, fibrina nueva y antigua, finas fibras reticulares.

b) Tejido conectivo con células y capilares, pocas fibras de colagena.

c) Tejido conectivo firme, pocas células mas vasos, pocas fibras de musculo liso.

d) Tejido de granulacion antiguo y firme, pobre en células, las capas de serosas

fuertemente distinguibles.
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76)

3.- Presencia de Infiltrado inflamatorio seguin La Escala Ehrlich Y Hunt modificada por Philips.

. Infiltrado de granulocitos: minimo < 10%, leve: 11-25%. Moderado 26- 50% intenso mayor

de 51%

1. Infiltrado de mononucleares: minimo < 10%, leve: 11-25%. Moderado 26- 50% intenso

mayor de 51%

16. Formula para el célculo de tamafio de muestra

Tamafio de la muestra para estimar diferencia de 2 proporciones.

P1=26% de éxito esperado en el grupo Placebo Q1= 1-p = 74%

P2=80% de éxito esperado en el grupo Pirfenidona. Q2= 1-q= 20%
f (aB)=10.5

Sustituyendo los valores queda de la siguiente forma:

Un total de 6.8 animales por grupo, se aumenta a 12 por grupo calculando reposicion por pérdidas.
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17. Aspectos Eticos

Las ratas que se utilizaron como modelo experimental se manejaron de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 con sus especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de

animales de laboratorio.

Se consideré que los animales sometidos a los tratamientos propuestos les produciran dolor
postoperatorio, por lo tanto se utilizé el menor nimero de animales, otorgandoles un trato digno asi como el
manejo adecuado en el momento del sacrificio, y este no causé dolor ni sufrimiento al animal, porque estuvo

bajo efecto anestésico.

Este protocolo fue aprobado por el comité de investigacion del Hospital Juarez de Mexico con el

namero de registro HIM 055-7.

18. Recursos econdmicos
Proporcionados por el investigador.
19. Analisis estadistico

Estadistica descriptiva: para variables cuantitativas se utilizaron medias y desviaciones estandar.

Para variables cualitativas utilizamos frecuencias y porcentajes

Estadistica inferencial, para las variables cualitativas con respecto a la presencia de complicaciones

se planed utilizar prueba chi cuadrada o exacta de Fisher.

Para comparar los tres grupos de los hallazgos histopatoldgicos clasificados mediante escala
ordinal utilizamos prueba de Kruskall-Wallis. Todo valor de p<0.05 se consideré estadisticamente

significativo. (tabla de variables).

Xl. Resultados

Se realizé el modelo de creacién de adherencias, encontrando en la valoracién macroscoépica del
grupo 1 (grupo control) el 16.67% de los animales formaron adherencias tipo 2, 25% formaron adherencias

tipo 3, 58.33% adherencias tipo 4 y 0% no formaron adherencias.
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En el grupo 2 (grupo Placebo) el 8.33% de los animales formaron adherencias tipo 2, 33.33%

formaron adherencias tipo 3, 58.33% adherencias tipo 4 y 0% no formaron adherencias.

En el grupo 3 (grupo Pirfenidona), el 16,67% de los animales formaron adherencias tipo 1, 0%
formaron adherencias tipo 2, 0% adherencias tipo 3, 0% formaron adherencias tipo 5 y 83.33% no formaron

adherencias. (Tabla Grado de adherencias).

Resultados de la prueba Kruskall-Wallis
Se realiza la prueba mediante el programa SPSS arrojando los siguientes datos:

Como observamos en la realizacion de rangos la prueba nos arroja el resultado en rango promedio
de 6,50 en el grupo que recibié Pirfenidona (grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibi6é 24,71 (grupo
2) y de 24,29 (grupo 1) lo que se traduce a una menor formacién de adherencias en el grupo al cual se le

administro pirfenidona comparado con los grupos a los que no se administro. (Prueba de Kruskal-Wallis 1a)

Se utilizaron 2 grados de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K =

numero de grupos (3)

Se obtuvo posterior a la realizacion de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0,000003 por lo que nuestra P = 0.000003 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de

Kruskal-Wallis 1b)

Al realizar la prueba a los grupos 2 y 3 nos arroja el resultado en rango promedio de 6,5 en el grupo
gue recibié pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 18,5 (grupo 2) lo que se traduce

en una menor formacién de adherencias en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo.

Se utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K = numero

de grupos (2)

Se obtuvo posterior a la realizacion de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0,000012 por lo que nuestra P = 0.000012 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de

Kruskal-Wallis 2)

Al realizar la prueba a los grupos 1y 3 nos arroja el resultado en rango promedio de 6,5 en el grupo
gue recibié pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 18,5 (grupo 1) lo que se traduce

en una menor formacién de adherencias en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo.
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Se utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K = numero

de grupos (2)

Se obtuvo posterior a la realizacién de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0,000012 por lo que nuestra P = 0.000012 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de

Kruskal-Wallis 3)

Al utilizar la escala de Ziihlke, cabe sefialar que la presencia de coldgena puede no encontrarse a
este dia de la reintervencion, los medicamentos propuestos influyen en la presencia de infiltrado
inflamatorio, como primera fase en la formacién de adherencias., debido a eso también se aplico la escala

de Ehrlich y Hunt modificada por Philips, para hacer la revision del infiltrado inflamatorio por grupo.

El infiltrado inflamatorio a base de neutréfilos fue mas intenso en el grupo control ya que en el

91.6% de las muestras este fue moderado a intenso.

En los animales tratados con Placebo el infiltrado fue mayoritariamente intenso con 99% de las

muestras con este resultado.

En el grupo tratado con Pirfenidona, el 66,66% de los animales tratados tuvo infiltrado leve, 33.33%

moderado y 0% intenso.

Como era de esperarse, ante el trauma quirargico, en ningun caso el infiltrado inflamatorio fue

minimo. (Tabla Presencia y porcentaje de granulocitos por grupo)

En lo que respecta al infiltrado inflamatorio a base de monocitos, el infiltrado fue intenso en el 50%

de las muestras del grupo control.

En los animales tratados con Placebo el infiltrado fue mayoritariamente intenso con 66.66% de las

muestras con este resultado, moderado en el 25% y leve solo el 8.34%.

En el grupo tratado con Pirfenidona, el 75% de los animales tratados tuvo infiltrado leve, 25%

moderado y 0% intenso.

Nuevamente como era de esperarse, ante el trauma quirdrgico, en ningun caso el infiltrado
inflamatorio fue minimo. (Tabla Presencia y porcentaje de mononucleares por grupo) Favoreciendo

igualmente al grupo tratado con pirfenidona.

Como observamos en la realizacion de rangos la prueba nos arroja el resultado en rango promedio

de 8,33 en el grupo que recibié Pirfenidona (grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 24,00 (grupo
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2) y de 23,17 (grupo 1) lo que se traduce a un menor componente de granulocitos en el grupo al cual se le

administro pirfenidona comparado con los grupos a los que no se administro. (Prueba de Kruskal-Wallis 4)

Al realizar la prueba a los grupos 1 y 3 nos arroja el resultado en rango promedio de 7,67 en el
grupo que recibié pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 17,33 (grupo 2) lo que se

traduce en un menor componente de granulocitos en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo.

Se utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K = numero

de grupos (2)

Se obtuvo posterior a la realizaciéon de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0,000377 por lo que nuestra P = 0.000377 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de

Kruskal-Wallis 5)

Al realizar la prueba a los grupos 2 y 3 no arroja el resultado en rango promedio de 7,17 en el grupo
gue recibid pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 17,83 (grupo 1) lo que se

traduce en un menor componente de granulocitos en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo.

Se utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K = numero

de grupos (2)

Se obtuvo posterior a la realizacion de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0,000090 por lo que nuestra P = 0.000090 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de

Kruskal-Wallis 6)

Como observamos en la realizacion de rangos la prueba nos arroja el resultado en rango promedio
de 10,50 en el grupo que recibié Pirfenidona (grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 24,08
(grupo 2) y de 20,92 (grupo 1) lo que se traduce a un menor componente de monocitos en el grupo al cual
se le administro pirfenidona comparado con los grupos a los que no se administro. (Prueba de Kruskal-

Wallis 7)

Al realizar la prueba a los grupos 1 y 3 nos arroja el resultado en rango promedio de 9,00 en el
grupo que recibié pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 16,00 (grupo 2) lo que se
traduce en un menor componente de monocitos en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo. Se

utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl=K-1, tomando en cuenta que K = numero de grupos

).
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Se obtuvo posterior a la realizaciéon de la Prueba de Kruskal-Wallis una significancia asintética de
0.010 por lo que nuestra P = 0.010 demostrando asi una significancia estadistica. (Prueba de Kruskal-

Wallis 8)

Al realizar la prueba a los grupos 2 y 3 no arroja el resultado en rango promedio de 8,00 en el grupo
que recibié pirfenidona (Grupo 3) comparado con el grupo que no lo recibié 17,00 (grupo 1) lo que se

traduce en un menor componente de monocitos en el grupo de Pirfenidona comparado con el Placebo.

Se utilizo 1 grado de libertad de acuerdo a la formula gl = K-1, tomando en cuenta que K = numero

de grupos (2)

Se obtuvo posterior a la realizacion de la Prueba de Kruskal - Wallis una significancia asintotica de
0,001 por lo que nuestra P = 0,001 demostrando asi una significancia estadistica (Prueba de Kruskal-Wallis

9)
XIl. Discusion

La formacién de adherencias peritoneales continda siendo un problema para los pacientes, los
cirujanos y la sociedad, a pesar de los esfuerzos de la investigacion dirigida a esta area, las revisiones
actuales no han mostrado un método que sea 100% efectivo en la prevencion de las adherencias
peritoneales.(42)Entre los diferentes tipos de agentes empleados para evitar adherencias, barreras de todos
tipos y sobre todo agentes farmacolégicos, no se encontré evidencias cientificas acerca del uso de
Pirfenidona en la prevencion de la formacién de adherencias intraabdominales en modelos animales ni en

humanos.(43)

Encontramos beneficios del uso de Pirfenidona via oral, evitando interferir de manera local con el

area operatoria. Encontrando ademas una diferencia significativa en la formacion de adherencias.

La experiencia clinica con el uso de Pirfenidona para disminuir el proceso fibrotico en la cirrosis
hepética y en la Fibrosis quistica, ha sido llevada al plano experimental y clinico para sustentar estos
hallazgos, la dosis en modelos animales que se ha usado para obtener resultados significativos es de
300mg/kg, misma dosis que utilizamos en este proyecto, buscando un efecto anti fibrotico similar,(45) y con
la cual se demuestra un mayor efecto favorable con el uso del Pirfenidona comparado con el control y el

placebo.

Con estos hallazgos, creemos que se pueden disminuir la formacién de adherencias no solo a nivel

de la fibrindlisis, sino a nivel celular, ya que hubo disminuciéon en nuestro modelo experimental de células
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inflamatorias donde demuestran que una de las células implicadas son los neutréfilos ya que actian como
pivote en la formacién de las adherencias después del trauma quirtrgico, al nosotros prevenir la reaccién
inflamatoria temprana, se reduce el flujo de neutrdfilos al tejido dafiado, y esto puede reducir la formacién de
adherencias, en este sentido, se buscé que la Pirfenidona al tener accion anti fibrotica, por este mecanismo
disminuyan la formacion de adherencias. Ademas los fibroblastos en el mesotelio juegan un papel central en
la cicatrizacion del peritoneo después de la cirugia, ya que tienen multiples funciones en la reparacion de la
lesion, tales como sintesis de colageno, reorganizacion de las moléculas de la matriz extracelular, y
formacién de la adherencia madura, este fendmeno es asociado a la hipoxia, ya que se ha encontrado que
al comparar fibroblastos de peritoneo normal y fibroblastos de una adherencia peritoneal hay diferente

actividad catalitica mediada por la hipoxia del tejido.(47)

Entre los métodos de barrera que se han desarrollado para evitar la formacion de adherencias
ademas del hialuronato férrico, seprafilm, sustancias liquidas y coloides se encuentran la gelatina de
quitosana, (49-51) que no tuvo resultados alentadores en el proceso adherencial en presencia de cuerpo

extrafio, no asi cuando las adherencias eran provocadas por isquemia o sangrado.

En nuestro modelo, la variable de cuerpo extrafio se incluyd en todos los grupos, y los resultados

significativos son dependientes del medicamento de intervencion.

Proponemos que los cambios histol6gicos encontrados en el grupo de Pirfenidona son debido a que
los mastocitos pueden potencializar la formacién de fibrosis por diversas vias. Pueden sintetizar diversas
citocinas fibrogénicas basicas, incluyendo el factor de crecimiento fibroblastico (bFGF), y el factor de
crecimiento Bl (TGFB1), también se puede estimular la sintesis de colageno por los fibroblastos a través de

la enzima mastocito triptasa, ya que es el mayor componente de los granulos citoplasmaticos de estos.(52)

Aun cuando la basqueda de colagena al octavo dia de la formacion de adherencias, puede ser un
hallazgo inconstante, la medicion de la presencia de infiltrado inflamatorio, como punto importante en la

formacién de adherencias.

Nosotros encontramos cambios a nivel inflamatorio, esperados segun el mecanismo de accién de

los medicamentos utilizados.

Aun ante estos hallazgos, debemos como cirujanos, seguir manejando de forma gentil los tejidos, y

tratando de hacer el menor dafio posible al peritoneo, estar alertas a los factores de riesgo para la presencia
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de adherencias, y esos pacientes seran los candidatos en un futuro para implementar a través de un ensayo

clinico controlado este modelo de intervencion.

Xlll. Conclusiones

Al comprar el uso de Pirfenidona contra el placebo, este es clinicamente mejor al presentar casi

nulas adherencias y cuando estas se presentan son muy laxas.

El uso de Pirfenidona via oral disminuye la formacion de adherencias postoperatorias,

presentandose de manera predominante su ausencia, con respecto al control y uso de placebo

En la evaluacion microscopica del infiltrado inflamatorio y fibroblastos, estos son menores en el
grupo gque se utilizo Pirfenidona con respecto al control y el placebo, encontramos diferencias significativas

a favor del grupo Pirfenidona.
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XIV. Anexos

(1) Tablas y Prueba Kruskal-Wallis

Tabla de Variables

Variable Naturaleza Tipo Tecnica de Escala de Analisis
Medicion Medicion Estadistico
Administracion Independiente Cualitativa Presencia o SioNo(100)
de Pirfenidona normal ausencia
Administracion Independiente Cualitativa Presencia o SioNo (100)
de Placebo normal ausencia
Prueba de
Tipo de . Cualitativa Visual Clasificacion de |Kruskall-Wallis,
. Dependiente . - .
adherencias Ordinal macroscopica |Granat frecuencias y
porcentajes.
Caracteristicas PIUEZENGLS
. Cualitativa Visual Clasificacion de |Kruskall-Wallis,
de las Dependiente : L .
. Ordinal macroscopica Granat frecuencias y
adherencias .
porcentajes
., |Prueba de
Infiltrado . Cualitativa Colorimetria Estala de Ehrlich Kruskall-Wallis,
) . Dependiente : : ) y Hunt .
inflamatorio Ordinal microscopia e frecuencias y
modificada :
porcentajes.
Grado de adherencias
Grupo 0 1 2 3 4
1 0(0%) 0 (0%) 2 (16.67%) 3 (25%) 7 (58.33%)
2 0(0%) 0 (0%) 1 (8.33%) 4 (33.33%) 7 (58.33%)
3 10 (83.33%) 2 (16.67%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

1: control, 2: Placebo, 3: Pirfenidona

Prueba de Kruskal-Wallis 1
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Prueba de Kruskal-Wallis 1a

Prueba de Kruskal-Wallis 2

Prueba de Kruskal-Wallis 3
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Presenciay porcentaje de granulocitos por grupo (n = 12 por grupo)

Granulocitos

Minimo (< 10%)
Leve (11 - 25%)
Moderado (26 - 50%)

Intenso (> 51%)

Total

Presenciay porcentaje de mononucleares por grupo (n = 12 por grupo)

Granulocitos

Minimo (< 10%)
Leve (11 - 25%)
Moderado (26 - 50%)

Intenso (> 51%)

Total

Control (%)
0 (0)

1 (8.3%)

3 (25%)

8 (66.6%)

12 (100%)

Control (%)
0 (0)

2 (16.67%)
4 (33.3%)

6 (50%)

12 (100%)

Placebo

0 (0)

0 (0)

4 (33.33%)
8 (66.66%)

12 (100%)

Placebo

0 (0)
1(8.34)

3 (25%)

8 (66.66%)

12 (100%)

Prueba de Kruskal-Wallis 4

Pirfenidona
0 (0)

8 (66.66%)
4 (33.33%)
0 (0)

12 (100%)

Pirfenidona
0 (0)

9 (75%)

3 (25%)

0 (0)

12 (100%)
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Prueba de Kruskal-Wallis 5

Prueba de Kruskal-Wallis 6

Prueba de Kruskal-Wallis 7
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Prueba de Kruskal-Wallis 8

Prueba de Kruskal-Wallis 9
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(2) Gréficos de frecuenciay foto de procedimiento
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Procedimiento de creacion de adherencias
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