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RESUMEN

EXPRESION DE FIBRONECTINA EN CICATRIZAQION POS-TRAQUEOPLASTIA
CON USO DE MODULADORES DE CICATRIZACION

De forma natural cuando un tejido es lesionado se inicia el proceso de cicatrizacion
en donde el tejido dafiado sera reemplazado por un tejido similar al existente, esto
se realiza mediante una serie de pasos complejos en donde interactuan diferentes
tipos de células, factores solubles, componentes de la matriz extracelular (MEC) con
predominio en la expresién de colagena, fibronectina y elastina. La cicatriz generada
puede ser normal o patologica (fibrética) de acuerdo a la eficiencia y control con el
que se realicen eventos de sefnalizaciones celulares y produccion de matriz
extracelular de cada fase de la cicatrizacion. La estenosis traqueal es una
disminucion de la luz traqueal, ocasionada por fibrosis precedidas de una
inflamacion prolongada. Su tratamiento es con procedimientos endoscopicos y
quirurgicos, solos o en combinacion con la aplicacion de moduladores de la
cicatrizacion (MDC); sin embargo, esto no ha evitado las reestenosis, lo que justifica
buscar MDC que la eviten. La pirfenidona (PIRFE) y colageno polivinil-pirrolidona
(CPVP) han mostrado disminuir la fibrosis, sin emabargo no existen estudios que
evaluen la expresion de fibronectina asociado a esto en cicatrizaicon traqueal. El
objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la administracion de PIRFE por
4 semanas Y la aplicacion tépica de una dosis de CPVP y mitomicina C (MC) sobre
los cambios macroscopicos, microscopicos, deposicion de colagena y expresion de
fibronectina en cicatrices traqueales de ratas con reseccion y anastomosis termino-
terminal de traquea cervical (traqueoplastia). Cuarenta ratas Wistar con
traqueoplastia cervical, divididas en 4 grupos (n=10), tratadas con: Grupo I: SSF,
Grupo II: 40mg/kg PIRFE, Grupo lll: CPVP, Grupo IV: MC. Se valoré la cicatrizacion
macroscopica y microscopicamente, expresion de fibronectia.

Resultados: Los animales tratados con PIRFE Y CPVP desarrollaron menores
grados de estenosis, inflamacion y fibrosis que los otros grupos de estudio (p<0.05
Kruskall Wallis) y menor expresion de fibronectina.

Conclusion. La PIRFE Y CPVP disminuyen la inflamacion, fibrosis, expresién de
fibronectina y deposicion de colagena en la cicatriz postraqueoplastia de ratas.

Palabras clave: moduladores de cicatrizacion, pirfenidona, colagena polivinil
pirrolidona, mitomicina C, estenosis laringotraqueal, fibronectina
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INTRODUCCION:

De forma natural cuando un tejido es lesionado se inicia el proceso de cicatrizacion
en donde el tejido dafiado sera reemplazado por un tejido similar al existente, esto
se realiza mediante una serie de pasos complejos en donde interactuan diferentes
tipos de células, factores solubles, componentes de la matriz extracelular (MEC) con
predominio en la expresion de colagena, fibronectina, elastina, factores como TGF-
B 1, TGF-B2 (profibrogenicos), TGF-B 3 (antifibrotico) y metaloproteinasas (MMPs).
Dependiendo de la eficiencia y control con la que se lleven los procesos de

sefalizacion, la cicatriz generada puede ser normal o patologica de acuerdo a la
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eficiencia y control con el que se realicen eventos, sefializaciones celulares y

produccion de matriz extracelular de cada fase de la cicatrizacion. 1,2

La reparacién normal de los tejidos se caracteriza por mostrar un equilibrio entre la
formacion y la remodelacion de la cicatriz. Mientras que la cicatrizacion patoldgica
puede presentar fibrosis (por una excesiva deposicion de colagena), cicatrizacion
deficiente o retrasos en la cicatrizacion (por insuficiente deposicion de matriz de

tejido conectivo), las cuales alteran la estructura morfologica del tejido y su funciénz

FISIOLOGIA DE LA CASCADA DE CICATRIZACION.

La cicatrizacion, es un proceso de reparacion que inicia con la formacion de una
herida. La herida se define como una lesion del cuerpo que, de forma caracteristica,
consiste en una laceracion o disrupcion de una membrana mucosa o cutanea con
dafio al tejido subyacente. La lesion o herida puede ocurrir por cualquier tipo de
fuerzas mecanicas o térmicas dafiando la membrana, el tejido conectivo y los vasos
sanguineos.s

Las descripciones clasicas de la cascada de la cicatrizacién hablan de tres frases
ante una lesion: inflamacion, proliferacion y maduracion, en la actualidad se incluye
la hemostasia como primer evento ademas de los 3 mencionados en las
descripciones clasicass,4 , cabe mencionar que estas etapas no constituyen eventos
aislados, sino procesos secuenciales y simultaneos que conllevan a la reparacion
del tejido.3

Durante este proceso las células epiteliales, endoteliales, inflamatorias, plaquetas y

fibroblastos interactuan para restaurar el tejido lesionado. Después de la fase
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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 afo) se inicia la remodelacion y termina la sintesis de la
colagena nueva y la formacion de tejido cicatrizal. El depdsito de colageno comienza
cuando los fibroblastos entran a la herida entre 48-72 h después de la lesion. La
colagena de la herida alcanza su nivel maximo a las 2-3 semanas posteriores a la
lesion 2

Inmediatamente posterior a la lesion sigue una hemorragia con exposicién del
colageno, el endotelio y las proteinas intra y extravasculares. Este entorno sirve de
estimulo para la hemostasia.s En el momento de la generacion de una herida de
forma accidental o iatrogénica, se produce una lesion vascular en una escala macro
y/o micro vasculares. Esta respuesta inmediata del cuerpo ocurre evitar la
exanguinacion y promover la hemostasia.s

Esto inicia con vasoconstriccion del musculo liso del interior del endotelio de los
vasos sanguineos y es la primera respuesta a la lesion vascular. Este evento se
refleja antes de la agregacion plaquetaria y la coagulacion. Es dependiente la
liberacion de vasoconstrictores, entre los cuales se encuentra la endotelina
producido por el propio endotelio vascular y con una fuerte capacidad de
vasoconstriccion, otros factores que intervienen son mediadores de
vasoconstriccion que provienen de las catecolaminas circulantes como
noradrenalina, adrenalina, asi como prostaglandinas liberadas por las mismas
células dafiadas. La cascada de coagulacion y la activacion plaquetaria promueven
la vasoconstriccidon por estimulos adicionales como la produccion de tromboxano

A2, bradicinina, fibrinopeptidos y serotonina. 3
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La cascada de la coagulacién se compone de dos la via extrinseca e intrinseca vias
gue convergen a una via comun.

La via extrinseca de la coagulacidén es una via esencial para la formaciéon normal
del trombo y comienza por la exposicion del factor tisular sobre la superficie
subendotelial. El factor tisular (o factor Ill) se une al factor VIl y activa luego los
factores IX 'y X. La via intrinseca no es esencial para la coagulacién. Como su propio
nombre indica, todos los componentes de esta via son intrinsecos al plasma
circulante. El inicio de la via intrinseca tiene lugar por la auto activacion del factor
XII. El factor XII, en su forma activada, estimula la activacion de los factores Xl, IX,
Vil y X.

Ambas vias convergen en la activacion del factor X y la produccion de trombina. La
trombina cumple dos funciones esenciales en la formacién del coagulo: cataliza la
conversion del fibrinégeno en fibrina e inicia la activacion plaquetaria 3

El factor esencial en la fijacion de las plaquetas es el de von Willebrand, una
glucoproteina de alto peso molecular relacionada a la familia de las integrinas. La
trombina y el colageno extravascular también contribuyen a la agregacion y a la
activacion de las plaquetas incluidas en el coagulo. A partir de sus granulos, las
plaguetas activadas liberan lisosomas y cuerpos densos de proteinas tales como la
trombospondina, la fibronectina, el factor plaquetario 4, proteasas y metabolitos del
acido araquidonico.s

Ademas de garantizar la hemostasia, el coagulo inicial sirve de matriz provisional
que permite la migracién de células inflamatorias y epiteliales, gracias a la presencia

de fibronectina, trombina y trombospondina. Ademas, dentro de la red de fibrina-
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fibronectina existe una reserva de otros numerosos factores de crecimiento que se
liberan en la herida. Entre estas citocinas, el factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDFG), el factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y el factor de
crecimiento transformante a y 3 (TGF a y ) son los responsables de la migracion y
la activacion de los polimorfonucleares neutréfilos y de los macréfagos. Estas son
las células que van a luchar contra la infeccion y a limpiar la herida por medio de
enzimas y de la produccion de radicales libres de oxigeno. En esta fase, las
plaquetas y los macréfagos son las fuentes principales de citocinas y de factores
quimiotacticos.s

Posterior al periodo de vasoconstriccion rapida y formacién de coagulo de fibrina-
fibronectina inicia un periodo de vasodilataciéon que permite la migracion de células
inflamatorias a la heridas. Este periodo se caracteriza en en el sitio de la lesion se
observan los signos clinicos de eritema, calor, edema y dolor.

Los episodios inflamatorios de cicatrizacion de la herida estdn dominados
secuencialmente por dos poblaciones leucocitarias: los neutréfilos y los
macrofagos.s

Los neutrdfilos llegan al sitio de la herida e inician con la fagocitosis para eliminar
los cuerpos extrafos, bacterias y tejido dafiado2. Tanto neutroéfilos como macréfagos
asumen la funcion critica de desbridamiento de la herida, pero los macrofagos
también fomentan el reclutamiento y la activacion de células necesarias para las
etapas posteriores de la cicatrizacién.s

En esta fase, también se estimula la mitogénesis de los fibroblastos y su cambio a
miofibroblastos productores de matriz extracelular para asegurar una rapida

deposicion de nuevo tejido conectivo en el sitio de la lesion. 2,7
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A las 48 horas post-lesidén se activan los monocitos y se convierten en macrofagos
de la herida que continuan con el proceso de fagocitosis y su presencia indica que
la fase inflamatoria va a concluir y que se inicia la fase proliferativa.

Durante la fase proliferativa los macrofagos y linfocitos T envian sefiales que
regulan la actividad de los factores de crecimiento, atraen a los fibroblastos y se
inicia la produccion de colagena, fibronectina y proteoglicanos de la nueva MECs. Al
mismo tiempo disminuye la secrecidn de proteasas responsables de la degradacion
de la matriz. Por ultimo, la colagena liberada en el espacio extracelular sufre
hidroxilacion y forma enlaces cruzados estables, se reticula (esta etapa de
reticulado de la colagena es la que le da fuerza y estabilidad con el tiempo) y se

inicia la maduracion de la cicatriz.g

MATRIZ EXTRACELULAR

Los tejidos de un organismo multicelular contienen dos principales componentes,
las propias células y el material que se encuentra entre las células y se le denomina
matriz extracelular (MEC)1o0, la cual se estima que compone el 20% de nuestra masa
corporal total y algunos autores lo consideran el 6rgano mas grande del cuerpo11.
La MEC representa una red tridimensional constituida por colagena, proteoglicanos,
laminina, asi como tenasina, entre otross,12 y engloba todos los 6rganos, tejidos y
células del organismo. Asi mismo, constituye un filtro biofisico de proteccion,
nutricion e inervaciéon celular y el medio para la respuesta inmune, angiogénesis,
fibrosis y regeneracion tisular1s .

En los tejidos humanos la MEC se encuentra como membrana basal y la matriz

estromal. Las membranas basales son finas capas conformadas en su mayoria por
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colagena tipo IV1o, la cual tiene una consistencia parecida a un gel 1o, 11. La
membrana basal es el asentamiento de las células epiteliales y separa eficazmente
el epitelio subyacente del resto de tejidos. Durante el periodo embrionario, la
membrana basal toma mayor importancia, ya que estas crecen rapidamente
conduciendo el patron de crecimiento y desarrollo normal de cada 6rgano; mientras
que en los tejidos adultos ni la expansion, ni la degradacion de la membrana basal
es significtiva en condiciones de normalidad. 11

La matriz estromal se asocia con los tejidos conectivos, habitualmente es fibrosa1s
y esta compuesta por las colagenas tipo |, lll y V11, que forman una red fibrilar en la
cual se contienen glicoproteinas como fibronectina, vitronectina, tenascinas, y
proteoglicanos del tipo condroitin sulfato y dermatan sulfato. Pero, sobre todo, el
liquido intersticial que continene hormonas, neurotransmisores, citocinas, sales
minerales y muchas otras sustancias prestas para ser utilizadas.9

Ademas de las moléculas que conforman la MEC existen células de soporte, las
mas importantes son los fibroblastos/fibrocitos, condroblastos/condrocitos,
osteoblastos/osteocitos, miofibroblastos y adipocitos. 11

La relacion de volumen de tejido ocupado por MEC a la ocupada por las células
varia de menos de 1:10 (por ejemplo, en los musculos) a mas de 10: 1 (por ejemplo,
en los tendones, cartilago y hueso).10

Las funciones principales de la MEC son para llenar el espacio entre las células,
para proporcionar una barrera que aisla los tejidos entre si, a proporcionar sefiales
de navegacion para las células migratorias, para proporcionar sefiales que alteran

el comportamiento celular y para secuestrar biolégicamente compuestos activos,



tales como factores de crecimiento, hormonas y citocinas asi como eliminar
deshechos del metabolismo celular como CO2.11

El componente principal de la MEC es la colagena y constituyen una larga familia
compuesta por 28 miembros que en total representa aproximadamente el 30% de
masa corporal.1o, 14

La familia de las colagenas es, posiblemente el grupo de proteinas dominantes de
la MEC. Todas se basan en una estructura denominada triple hélice, una apretada
hélice diestra de tres cadenas de colagena individuales, cada cadena individual
tiene la estructura de hélice con viraje a la izquierda. Debido a la forma que la triple
hélice se enrolla, cada tercio de aminoacidos se enfrenta hacia el centro de la hélice,
donde hay muy poco espacio. Solo el aminoacido mas pequefio, glicina, puede
encajar en esta ubicacién, aproximadamente una quinta parte del resto de
aminoacidos son prolina e hidroxiprolina los cuales brindan la posibilidad de generar
puentes de hidrogeno que estabilizan la estructura helicoidal de la colagena. 1o

En el humano aproximadamente el 90% de las colagenas corresponde a los tipos |,
II'y Il y pueden contener una mezcla con otras colagenas para formar colagena
fibrilar, asi como la colagena tipo IV que en su composicion es mas un gel que una
estructura fibrilar y corresponde como se menciond anteriormente al principal

componente de la membrana basal.10,11

FIBRONECTINA
Las fibronectinas son una familia de proteinas producidas por un “empalme” o

“‘ensamblado” (splicing) alternativo del gen FN1 encontrado en 2934 .10



La fibronectina es una glicoproteina constituida por una molécula asimétrica
formada de dos subunidades similares de 220 a 250 kDa1s, unidas por puentes
disulfuro cerca de su region carboxi-terminal. Se encuentra en forma soluble o
plasmatica principalmente como un dimero y en forma insoluble o celular formando
multimeros de alto peso molecular mantenidos por enlaces covalentes, los cuales
son organizados en el componente fibrilar en la MEC1s mediante enlaces disulfido.
Cada molécula de fibronectina contiene sitios de union para una variedad de otras
moléculas como heparan sulfato, integrinas, colagena vy fibrina entre otras1o,15
Todas las moléculas de fibronectina tienen los mismos dominios basicos
funcionales.s 12,15 y a pesar de estar codificadas por un unico gen, la secuencia se
subdivide en 50 exones. El gen FN esta compuesto por 3 tipos generales de
unidades o modulos repetitivos y homaologos denominados tipo |, 11 y 1ll.15 En el gen
cada moddulo de la unidad homologa | o Il se codifica por un exon separado al
contrario del tipo Il que requiere la contribucion de 2 exoness,15. Cada uno de estos
modulos tiene afinidad por moléculas diferentes, por ejemplo el tipo | tiene sitio de
unidn para fibrina, el tipo Il se une solo a colagena vy el tipo Ill relacionado a
integrinas se une a las célulasa,12.

Se ha sugerido que la fibronectina esta relacionada a la interaccion y mantenimiento
directo de la colagena in vivois. Como se habia mencionado las moléculas de
fibronectina son el producto de un solo gen, la proteina resultante puede existir en
multiples formas que surgen de splicing alternativo de un unico pre mRNA que
pueden generar hasta 20 variantes de fibronectina en el humanoa, s

Existen 2 formas de fibronectina: la soluble o plasmatica que es producida por los

hepatocitos y secretada al plasmas de hecho es un constituyente del plasma de
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manera normal en razon 300um/ml la cual circula de manera inactivais y la
fibronectina celular o insoluble producida por diferentes células como fibroblastos,
células endoteliales y queratinocitos.4 Ademas puede tener a mas de una docena
de miembros de la familia de las integrinas como ligandos siendo el ligando clasico
a5B1.15,17

Durante la hemostasia la fibronectina soluble es de mayor importancia en la
formacion del complejo fibrina-fibronectina, asi como con la union a las plaquetas y
la activacion de varias de sus funciones como la adhesion, migracion y agregacion
para la formacion adecuada de la cubierta de fibrina, mas tarde en la cicatrizacién
vuelve a tener un papel importante sin embargo en este caso, la fibronectina celular
es depositada por las células endoteliales y fibroblastos en la herida para diversas
funciones entre las cuales destaca la opsonizacion de detritus de la herida y es
capaz de activar a los macrofagos para su degradacion asi como la formaciéon de
tejido de granulacion y la estimulacion de la migracion celular sobre la herida y esta

implicada en la deposicion de colagena y contraccion de la herida.4,12

CICATRIZACION PATOLOGICA
La formacién de cicatrices patolégicas siempre esta precedida de una prolongacion

0 exageracion de la fase inflamatoria de la cicatrizacién o una alteracién durante la
contraccion o remodelacion. Se cree que esto se debe a la expresion anormal de
citocinas que pueden modificar diferentes procesos celulares incluyendo la
proliferacion celular, migracion, apoptosis y remodelamiento de la MEC.7 Un
ejemplo de esto son las cicatrices fibréticas (hipertréficas), en las cuales en la fase

inflamatoria se presenta un incremento en la sintesis de citocinas fibrogénicas que
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promueven un aumento en la produccién de tejido conectivo en la MEC. Este
incremento en la MEC puede ser originado por una produccién excesiva de
colagena, fibronectina y otros proteoglicanos o a la disminucion en la degradacion
de estas proteinas generalmente por la falta de colagenasas (MMP1) durante la
contraccion, lo que promueve un aumento importante en las fibras de colagena y su
desorganizacién provocando un defecto en la remodelacion 1,18,19,20. En la traquea,
cuando se produce una cicatriz fibrética se produce estenosis y la consecuente

obstruccion al flujo de aire 21

ESTENOSIS LARINGOTRAQUEAL

La traquea es un érgano tubular de forma circular que se encuentra sostenida por
anillos cartilaginosos que tienen forma de herradura y que se conectan por detras
mediante una membrana elastica, posee una porcidn cervical y otra intra-toracica
divididas por la porcion superior del manubrio del esternén. Su funcion es llevar el
aire inspirado ya sea por la nariz o boca hacia las zonas de intercambio gaseoso 2
La traquea al igual que otros tejidos del cuerpo, no esta exenta de sufrir lesiones
que tienen que repararse mediante cicatrizacion, pero cuando se presenta una
cicatrizacion patologica se puede ocasionar una estenosis laringo-traqueal.

Las estenosis laringotraqueales (ELT) se pueden definir como una fibrosis
desproporcionada de la luz laringotraqueal que impide el flujo de aire y
generalmente son ocasionadas por la presencia de una prolongacién de la fase
inflamatoria de la cicatrizacion, ausencia de metaloproteinasas, excesiva

produccion de colagena y cambios en la expresion de fibronectina 1,22
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Las ETL son comunes después de una intubacion orotraqueal prolongada,
postquirurgica, traqueotomia, infeccidn o inflamacion cronica; son consecuencia de
una cicatrizacion patoldgica en la que se presenta una fibrosis desproporcionada de
la mucosa de la luz traqueal que limita el paso de aire en direccion céfalo-caudal y
viceversa. Esto representa un problema clinico grave que compromete la vida de
los pacientes. Es una enfermedad incapacitante y potencialmente mortal que
consiste en una disminucion progresiva y permanente del calibre de la luz laringo-
traqueal. Este estrechamiento parcial o completo de la via aérea superior, produce
dificultad para respirar, afecta a la fonacion, e incluso compromete el proceso
deglutivo. La frecuencia es dificil de apreciar, pero segun diferentes estudios podria
oscilar entre el 5-20% de los pacientes intubados o traqueostomizados. 23

Existen multiples patologias que afectan la traquea y que pueden condicionar un
proceso inflamatorio que lleve a la formacién de una cicatriz y que de manera
secundaria afecte la luz traqueal.

Existen al menos 2 grandes grupos en los que se puede dividir la estenosis laringo-
traqueal, estas son congénitas y adquiridas, siendo las adquiridas las mas
frecuentes y de las cuales existen diversas etiologias. Las ocasionadas por trauma
son las mas frecuentes e incluyen la trauma laringo-traqueal interno, intubacién oro-
traqueal prolongada, traqueostomia y procedimientos quirurgicos; trauma laringo-
traqueal externo tanto romo como penetrante, radioterapia, quemadura endo-
traqueal (térmica o quimica); otras causas de estenosis laringo-traqueal menos
frecuentes son la idiopatica por enfermedades inflamatorias cronicas, neoplasias,
enfermedades autoinmunes (como la granulomatosis con poliangitis, policondritis

recidivante, sarcoidosis,), infecciones granulomatosas como la tuberculosis,
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neoplasias benignas como papilomatosis, condromas, neoplasias de glandulas
salivales, neoplasias neurales y neoplasias malignas como el carcinoma de células
escamosas, neoplasias de glandulas salivales, sarcomas y linfoma. 24

Existen ademas estenosis limitadas a la laringe (gldticas y/o subgléticas),
combinadas con afeccion tanto laringea como traqueal, traqueales cervicales puras,
traqueales intratoracicas y traqueo-bronquiales. 24

Los tipos de estenosis traqueal se pueden categorizar como cicatriz membranosa,
colapso de pared anterior o estenosis completa. 24

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

cicatrizal.2

CLASIFICACION DE ESTENOSIS TRAQUEALES

Existen varias clasificaciones para este padecimiento, los dos mas comunmente
usados son el de Cotton en el que se catalogan en base al porcentaje de obstruccion
de la luz traqueal y el de McCaffrey quien los describe ademas dependiendo de los
sitios afectados de la via aérea. De estos el primero en ser descrito fue el de Cotton
en el cual se describen 4 grados. Esta clasificacion corresponde a la disminucion en

porcentaje de la luz transversa (plano axial) de la via aérea, el grado | corresponde
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a una obstruccién del 0% a 50%, el grado Il de 51 a 70%, el grado Ill de 71 a 99%
y el grado IV 100% (sin lumen detectable).2s5

Fue disefiada originalmente para valorar prondstico para la decanulacion en
estenosis laringo-traqueal en poblacion pediatrica sin embargo, tiene la desventaja
de no contemplar la longitud de la estenosis ni los subsitios afectados lo cual tiene
implicaciones en el tratamiento y pronostico, para lo cual, McCaffrey desarrollo una
clasificacion que contempla esta informacion. Existen 4 grados en la clasificacidon
de Mccaffrey. Grado I: lesiones confinadas a la subglotis o traquea menores de 1
cm de longitud, grado 2: estenosis subglética mayor de 1cm confinada a cricoides y
con extension a glotis o traquea, grado 3: estenosis que se extienden a la traquea
superior pero no involucran la glotis y el grado 4: lesiones que involucran glotis con

fijacion o paralisis de una o ambas cuerdas vocales.26

TRATAMIENTO DE LA ESTENOSIS LARINGO-TRAQUEAL

Cuando se presenta una estenosis traqueal completa la reseccion segmental y
anastomosis primaria proveen los mejores resultados.2s24 En el caso de que la
estenosis sea laringo traqueal involucrando la subglotis y anillos traqueales
procedimiento se reseca ademas de la pared anterior, la pared membranosa
posterior, el arco cricoideo anterior y la lamina cricoidea posterior, el arco cricoideo
anterior y la lamina cricoidea posterior se resecan por debajo de la articulacion crico-
tiroidea. Se realiza anastomosis con sutura submucosa alrededor de la traquea y de
manera extra-luminal, se requiere en ocasiones tanto en la estenosis traqueal como
laringotraqueal de maniobras de liberacion laringea y traqueal para disminuir

tension en el sitio de anastomosis lo cual se ha asociado a reestenosis27. El cuello
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se puede fijar con una sutura que va de el menton al esterndn para disminuir la
tension en el sitio anastomosado2r. Este tipo de procedimiento es el preferido
cuando se tiene estenosis laringotraqueal y la glotis es normal ya que el éxito de
este procedimiento en series extensas es de mas de 90%. 24

Como se comentd previamente el tratamiento ideal para las estenosis traqueales
clasificadas como Cotton Ill y IV o McCafrey Ill y IV es la reseccion y anastomosis
termino-terminal del segmento afectado; sin embargo cuando son clasificadas como
Cotton | y Il o McCafrey | y Il se pueden realizar procedimientos endoscopicos
menos invasivos como las dilataciones con globo, colocacion de férulas
intratraqueales y la permeabilizacion con laser.23

Cualquier tratamiento quirurgico puede ser utilizado solo o en combinacién con
diferentes farmacos (mitomicina C, antiinflamatorios, 5 fluorouracil, triamcinolona, 3-
aminopropionitrilo) con el fin de modular la cicatrizacién, Sin embargo, ninguna de
estas opciones terapéuticas ofrece un resultado adecuado del 100% y todas ellas
pueden provocar dafio adicional a la mucosa aérea desencadenando la aparicion
de re-estenosis, por el desarrollo de un tejido de neoformacién de caracter fibrético
cicatricial 23, 25, 28-33 0 porque tienen que aplicarse por via orotraqueal en diferentes

ocasiones 34 ; por lo que hay que buscar nuevos moduladores de la cicatrizacion.
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FARMACOS UTILIZADOS COMO MODULADORES DE LA CICATRIZACION

TRAQUEAL.

MITOMICINA C

La MC es el farmaco mas utilizado como modulador de la cicatrizacion traqueal, es
un antibiético antineoplasico producido por el Streptomyces caespitosus, el cual
inhibe la proliferacion y actividad de los fibroblastos con lo que se evita la formacion
de una cicatriz fibrética. Este farmaco ha mostrado buenos resultados cuando se
usa como un tratamiento adyuvante después de la realizaciéon de gran numero de
procedimientos oftalmicos para disminuir la recurrencia del pterigion, prevencion de
estenosis en cirugia de glaucoma, fibrosis del nervio Optico 35, 36; sin embargo, ha
mostrado resultados contradictorios cuando se ha utilizado para la disminucién de
las estenosis laringotraqueales tanto en forma experimental como clinica. 29, 30 31, 37,

38

COLAGENA POLIVINIL PIRROLIDONA

La colagena polivinil pirrolidona (CPVP) en esponja o solucion es un farmaco
preparado con colagena obtenida de piel porcina, combinada con polivinilpirrolidona
que potencia su efecto. Se le han dado diversos efectos terapéuticos en pérdidas
cutaneas, ulceras, areas donadoras de injertos, heridas accidentales, quemaduras
de segundo y tercer grados, en fibrosis localizada, entre otrasse, debido a que
participa en la eliminacién del exceso de colagena depositada y en la remodelacion

del tejido conectivo relacionado. Su metabolismo es el mismo que el de la colagena
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endogena, degradandose en la MEC principalmente por medio de colagenasas
intersticiales; los péptidos de degradacion se metabolizan por enzimas gelatinasas
y posteriormente por otras enzimas inespecificas, dando como subproductos
aminoacidos libres y oligopeptidos, en 95% se excreta por orina en menos de
24hrs.39

In vitro, actua en los fibroblastos y macréfagos modulando el metabolismo de la
colagena. In vivo actua modulando el proceso inflamatorio cronico de la fibrosis al
disminuir factores proinflamatorios como el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), el TGF-B1, el factor de necrosis tumoral (TNF), la interleucina 31
(IL-B1), asi como las moléculas de adhesion celular que favorecen la diapédesis
leucocitaria, como las moléculas de adhesion de los leucocitos al endotelio (ELAM-
1) y la molécula de adhesién vascular (VCAM-1), esto favorece el recambio de los
componentes de la MEC y la consecuente eliminacion del exceso de proteinas
fibrosas. 39 Este farmaco se ha utilizado en varios tejidos incluyendo piel, uretra y
experimentalmente en la traquea con buenos resultados para disminuir la cantidad

de colagena formada por gramo de tejido, fibrosis e inflamacion 34 4o0.

PIRFENIDONA

La pirfenidona (5-metil-1-fenil-2- [1H] -piridona) es un compuesto novedoso con
actividad antiinflamatoria, antioxidante y efectos antifibroticos 344142 que fue
desarrollado inicialmente como un agente antihelmintico y antipirético.42 Modelos

animales experimentales de fibrosis pulmonar han demostrado que la pirfenidona
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ejerce sus efectos mediante la reduccion de los niveles de citocinas inflamatorias,
tales como factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), proteina quimoatrayente de
monocitos 1, interleucina-13, e interleucina-6, por la regulacion negativa de
transcripcion de factores de crecimiento profibréticos, incluyendo (TGF-B), vy
mediante la reduccion de perioxidacion de lipidos y estrés oxidativo. Estudios
clinicos y experimentales de fibrosis pulmonar, renal y hepatica han demostrado la
efectividad de la pirfenidona al aumentar la sobrevida y la funcion de estos tejidos,
42-45.

Este es un farmaco altamente soluble en medios acuosos y atraviesas las
membranas celulares sin requerir un receptor, su administracion oral permite una
absorcion gastrointestinal, lo que permite su distribucién en la mayoria de los tejidos
e incluso atraviesa la barrera hemato-encefalica. Alcanza su concentracion maxima
en sangre después de 1 a 2 horas tras la ingesta y es excretada en la orina 42. Este
farmaco en estudios experimentales de cicatrizaciéon traqueal ha mostrado que
disminuye la expresion de TGF-1, deposicion de colagena y la inflamacidnass, pero

su efecto sobre la expresion de la fibronectina aun no ha sido estudiado.
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JUSTIFICACION

Se estima que entre un 5 a 20% de los pacientes intubados o traqueostomizados
presenta estenosis laringotraquealsz, el INERICV es un centro de referencia para el
tratamiento de esta patologia, sin embargo, este tipo de lesiones cursa con una
respuesta inflamatoria intensa tanto por la lesion inicial de la via aérea como por el
tratamiento quirurgico posterior, esto provoca la formacion excesiva de fibrosis e
inclina la balanza para la formacion de una cicatriz fibrética. En la literatura se ha
reportado clinica y experimentalmente el uso de técnicas endoscopicas y abiertas
(reseccion y anastomosis termino terminal del segmento afectado) combinado con
la aplicacion de medicamentos como MC y CPVP para modular la cicatrizacion, pero
no han tenido el éxito deseado ya que la primera no evita la reestenosis y la segunda
tiene que aplicarse varias veces por via intratraqueal; por lo que hay que buscar
nuevos moduladores de la cicatrizacion. La PIRFE es un farmaco antiinflamatorio y
antifibrotico que ha sido util en la fibrosis pulmonar, renal y hepatica. Por esta razon,
en este estudio se propone estudiar el efecto de la PIRFE sobre la expresion de
fibronectina y cantidad de colagena formada en la cicatriz traqueal, después de

realizar una anastomosis termino-terminal de traquea cervical de rata.

HIPOTESIS
La pirfenidona, es un farmaco que modifica la expresion de fibronectina, respuesta
inflamatoria, y deposicién de colagena durante la cicatrizacion de los tejidos, por lo

que la aplicacion de esta posterior a una reseccidn y anastomosis termino-terminal
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de traquea cervical, mejorara la cicatrizacion traqueal y evitara reestenosis

postquirurgica.

OBJETIVOS

OBJETIVO:

Determinar los cambios macroscoépicos, microscopicos, expresion de fibronectina 'y

deposicion de colagena en la cicatriz traqueal de ratas con reseccion y anastomosis

termino-terminal de traquea cervical tratadas con PIRFE, CPVP y MC.

Objetivos especificos:

Valorar el efecto de la aplicacion de diferentes moduladores de la
cicatrizacion sobre los cambios macroscépicos que se producen en la cicatriz

traqueal de ratas con anastomosis termino terminal cervical

Evaluar el efecto de la aplicacion de diferentes moduladores de la
cicatrizacion sobre los cambios microscopicos que se producen en la cicatriz

traqueal de ratas con anastomosis termino terminal cervical

Determinar el efecto de la aplicacion de diferentes moduladores de la
cicatrizacion sobre los cambios en la expresion inumohistoquimica de
fibronectina que se producen en la cicatriz traqueal de ratas con anastomosis

termino terminal cervical
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— Cuantificar bioquimicamente la deposicion de colagena en la cicatriz traqueal
de ratas con reseccion y anastomosis termino terminal, tratadas con PIRFE,

CPVP y MC.

MATERIAL Y METODOS

El financiamiento de este estudio fue otorgado por el INERICV vy participaron los
investigadores y técnicos del Departamento de Investigacion en Cirugia
Experimental del INERICV, quienes proporcionaran el quiréfano, monitores de
signos vitales, microscopios (OMP 19-FC Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, West
Germany) para la realizacion del procedimiento quirdrgico, instrumental de
microcirugia, farmacos y materiales necesarios para llevar a cabo los estudios.
Ademas, participaran el Médico Veterinario y Zootecnista, asi como los técnicos de
Bioterio del mismo instituto quienes proporcionaran los animales de esta
investigacion. También intervinieron el personal del Departamento de Investigacion
en Morfologia del INERICV, quienes procesaron las muestras de los tejidos

sometidos a estudio.
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Animales de experimentacion.

Se utilizaron 40 ratas Wistar, clinicamente sanas sin importar sexo o edad, con un
peso aproximado de 250 a 350 gramos, las cuales fueron manejadas de acuerdo a
las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de animales de laboratorio de la
Norma Oficial Mexicana y la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de

los Estados Unidos 4s,49.

Criterios de inclusion
Se incluyeron ratas Wistar clinicamente sanas, sin antecedentes de alguna
enfermedad respiratoria durante su estancia en el bioterio del INERICV ni previo al

procedimiento quirurgico.

Criterios de exclusion
Los animales que presentaron cualquier cuadro clinico de enfermedad respiratoria
durante su permanencia en el bioterio del INERICV previo al procedimiento

quirurgico no fueron utilizados en este estudio.

Criterios de eliminaciéon
Todo animal que presento signos clinicos de cualquier patologia que fue

provocada por el procedimiento quirurgico se elimino.

Criterios de terminacion
Aquellos animales que muestren signos de dolor agudo o cronico, de acuerdo a lo

descrito por The Rat Grimace Scaleso o0 signos de enfermedad respiratoria
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relacionada con el procedimiento y que no disminuya con la aplicacion de
medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica utilizando

pentobarbital sodico (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara, México).

Grupos de Estudio.

A todos los animales se les realizé reseccion de tres anillos traqueales cervicales y
anastomosis termino-terminal del segmento resecado y recibieron tratamiento
tépico o via oral dependiendo del grupo de estudio. Los animales se dividieron en

4 grupos de estudio:

Grupo | (n=10): Traqueoplastia con aplicacién extraluminal de solucion fisioldgica.

Grupo Il (n=10): Traqueoplastia con administracién de pirfenidona 40 mg/Kg de

peso via oral (VO) durante todo el estudio.

Grupo lll (n=10): Traqueoplastia con aplicacion extraluminal de 2.5 mg CPVP.

Grupo IV (n=10): Traqueoplastia con aplicacion extraluminal de 1.2 mg MC.

Anestesia.

Todos las ratas fueron anestesiadas con ketamina (Anesket®, Pisa, Guadalajara,
México) 70mg/kg/IP y xilazina (Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania) Smg/kg/IP.
Una vez anestesiadas se les administrara como analgésico preoperatorio

meglumina de flunixin (Napzin®, Pisa, México, DF, México) 4 mg/kg/SC vy
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enrofloxacina (Baytril®, Bayer, Leverkusen, Alemania) a dosis de 5 mg/kg/SC de
cdémo antibidticost. Durante la cirugia y la recuperacion anestésica, por medio de un
monitor de signos vitales (Datascope Passport 5 Lead Monitor®, Mindray Medical
International, Shenzhen, China) se monitorizé la frecuencia cardiaca (FC)
frecuencia respiratoria (FR) y saturacion de oxigeno (SaO2) durante todo el

procedimiento quirurgico y hasta la recuperacion anestésica.

Técnica quirurgica.

Bajo anestesia general, se llevo a cabo una incision media en la region cervical
ventral, se disecd por planos hasta llegar a la traquea (Figura 1A), la cual fue
disecada en toda su circunferencia y se le resecaron tres anillos traqueales a nivel
medio de la traquea cervical (3°, 4° y 5° anillo) (Figura 1B), se aplicaron los
tratamientos tépicos (Figura 1C) e inmediatamente se realizd la anastomosis
término-terminal del sitio resecado (traqueoplastia) con material de sutura no
absorbible de polipropileno (Prolene, Ethicon, New Jersey, EU) calibre siete ceros
(7-0). La porcion membranosa de la traquea se suturé con un patron de sutura
continua (surgete continuo) (Figura 1D) y la porcidon cartilaginosa con puntos
separados (Figura 1E). Posteriormente se comprobd que no existieran fugas en la
anastomosis y se procedio con el cierre convencional utilizando puntos simples de
polidioxanona (PDS, Ethicon, New Jersey, USA) calibre cuatro ceros (4-0) (Figura
1). El procedimiento quirurgico se realizd con técnica microquirurgica utilizando un

microscopio para estos fines (OMP 19-FC Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, Alemania).
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Figura 1. Técnica quirurgica: A) Exposicion de traquea cervical, B) Diseccion y
reseccion de segmento traqueal, C) Aplicacién topica del tratamiento sobre los
bordes del segmento resecado en los grupos |, lll y IV, D) Anastomosis de la porcion
membranosa de la traquea, E) Fin de anastomosis y F) Aplicacion del tratamiento

VO en el grupo Il

Tratamiento.

En los grupos [, lll y 1V, el tratamiento se aplicd durante el procedimiento quirdrgico
directamente sobre ambos extremos de la traquea resecada (antes de llevar a cabo
la anastomosis) (Figura 1C); mientras que en el grupo Il se administré via oral.

En el grupo | se instilo 1 mililitro de solucién fisioldgica (SSF). En el grupo Il se
aplico extraluminalmente 2.5 mg CPVP dosis utilizada experimentalmente para
cicatrizacion traqueal 34 y en el grupo IV 1.2 mg de MC (dosis utilizada para
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estenosis traqueal y cinco minutos después de haber sido instilado el farmaco, la
traquea fue lavada con SSF29. En el grupo Il, los animales recibieron 40 mg/Kg/dia
(dosis utilizada para el tratamiento de fibrosis pulmonar en modelos
experimentales) de PIRFE (KitosCell, Cell Pharma S. de R.L. de C.V., Mexico, DF)

administrada en 2 dosis por via oral (VO) durante 4 semanas (Figura 1F) 44.45.

Evaluacién

El estudio tuvo una duracion de 28 dias y al concluir este tiempo todos los animales
fueron sometidos a eutanasia con sobredosis de pentobarbital sodico (150mg/kg/IP)
(Anestesal, Pfizer S.A. de C.V. Guadalajara, México)ss4951 y se evalud
macroscopicamente la cicatrizacion de la anastomosis, presencia de dehiscencia,
infeccion y la formacion de fistulas. Concluida esta evaluacion, se retir6 el segmento

traqueal anastomosado para la evaluacién de la luz traqueal.

Tamano del diametro de la luz traqueal mediante morfometria

Una vez extraido el segmento traqueal anastomosado, el cual incluia un anillo
proximal y uno distal, se evalué morfométricamente el diametro de la luz traqueal
postcirugia y se comparo con la luz de los anillos retirados durante la traqueoplastia
para obtener el grado de estenosis postcirugia. Para esta evaluacion se colocaron
los anillos traqueales anastomosados sobre una escala milimétrica y con el mismo
microscopio utilizado para la cirugia se tomaron fotografias de la luz traqueal, para
posteriormente calcular el diametro de la luz traqueal, la cual se comparé con el
diametro de los anillos resecados durante la traqueoplastias2. Al término de esta

evaluacion las muestras fueron divididas en 2 porciones por grupo: una para el
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estudio microscopico e inmunohistoquimico y otra para la determinacion del

depdsito de colagena en la cicatriz formada.

Microscopica

Para la evaluacion microscopica las muestras tomadas de los sitios de anastomosis
se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas se incluyeron en parafina, se les
realizaron cortes de 3um, se tiieron con hematoxilina-eosina, asi como tricromica
de Masson y se les evaluo la presencia de fibrosis, forma y distribucion de la fibras
de colagena, grado de inflamacién y neovascularizacién.

La evaluacion de éstos se realiz6 en toda la circunferencia de la muestra mediante
una escala semicuantitativa descrita por Veigass en la cual a cada parametro
evaluado se le asigndé un grado de acuerdo a la intensidad de los cambios
histopatolégicos (Grado 1: ausente 0-10%, Grado 2: leve 11-25%, Grado 3:

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

Determinacién de la expresion Inmunohistoquimica de Fibronectina.

La determinacion de la expresion in situ del fibronectina en la cicatriz traqueal se
llevé a cabo por inmunohistoquimica, para esto a las muestras incluidas en parafina
se les realizaron cortes de tres micras y se montaron en laminillas silanizadas. Para
desparafinarlas se pusieron en una estufa (Fisher Scientific) a 60°C durante 30
minutos, se deshidrataron mediante transferencia en xilol por cinco minutos y

posteriormente un minuto hasta Alcohol 96%, después se colocaron en una camara
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de recuperacion de antigenos con buffer de citratos pH 6, el antigeno se recuperé
con calor en bafio humedo (StableTemp®, Cole Parmer®) a 60°C por 30 minutos,
se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-Buffered Saline with Tween (TBST) tres
veces por cinco minutos. La peroxidasa enddgena se removid con peréxido de
hidrogeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido (1:9 en H20 desionizada) durante 15
minutos y se lavd nuevamente en tres tiempos de cinco minutos con TBST.
Posteriormente se agregd suero bloqueador (Vectastain Universal Quick Kit.,
Burlingame, CA) durante 15 minutos a temperatura ambiente para el bloqueo del
pegado inespecifico y se lavo nuevamente. Una vez que se llevaron a cabo los
pasos anteriores las secciones de tejido fueron incubadas con anticuerpo policlonal
de conejo para fibronectina (Ab2413, USA) a una concentracion de 5ug/ml durante
24 horas a 4°C, pasado este tiempo se lavaron nuevamente en tres ocasiones con
TBST por cinco minutos cada uno y se procedié a la incubacion con el segundo
anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal Quick Kit, Burlingame,CA) 10
minutos, se lavo al final en tres tiempos de cinco minutos, posteriormente se utilizd
el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit.,
Burlingame, CA) y se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y
nuevamente se lavaron como ya se describid, se utilizé 3,3 Diaminobencidina (DAB)
(BioCare Medical, USA) como revelador durante cinco minutos, para virar el
contraste se utilizo una solucidn saturada de Carbonato de Litio (Fisher
Chemical,USA) y finalmente se tifieron con Hematoxilina. En todos los grupos se
realizaron controles negativos, a los cuales no se les agregd anticuerpo primario.

Una vez realizada la tincidn se cuantifico la expresién de fibronectina en toda la
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circunferencia de la muestra utilizando el software Image J http://rsbweb.nih.govi/ij/),

desarrollado por el National Institute of Health (NIH) ) y el plugin IHC Profiler.s4

Determinacién de colagena formada por miligramo de tejido mediante el

método Sircol.

La determinacién del depdsito de colagena en la cicatriz traqueal se realizd
mediante el ensayo Sircolss. Una vez colectadas las muestras de la anastomosis
traqueal fueron congeladas y lisadas, en el sobrenadante obtenido se cuantifico la
concentracion de proteinas totales mediante el método de Lowry utilizando el Kit
Sircol™ (Sircol Kit Pack Standard Assay Kit Product Code: S1000, Biocolor, UK).
Al término del ensayo se llevo a cabo la lectura para cuantificar el depdsito de
colagena, a una longitud de onda de 555 nm con un espectrofotometro Epoch (Bio-

teck Instruments, Winooski, USA).

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los hallazgos macroscoépicos y microscopicos, se llevo a
cabo con la prueba de Kruskall-Wallis debido a que son datos no paramétricos;
mientras que para los hallazgos inmunohistoquimicos y bioquimicos, se realizo
mediante las pruebas de ANDEVA, Dunnett y Tukey. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.
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RESULTADOS

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirurgico, pero no al tiempo de
estudio establecido, debido a que 2 animales del grupo II[(PIRFE) y 2 del grupo IV
(MC) tuvieron que ser sometidos a eutanasia, uno de cada grupo en la 3% semana
postcirugia y el otro en la 4% semana. Al igual que para 1 animal de los grupos |
(SSF), y lll (CPVP) en donde a la 3% semana tuvieron que ser sometidos a eutanasia,
en todos los casos por presentar insuficiencia respiratoria de esta forma 8 animales

de los grupos lly IV y 9 de los grupos | y lll sobrevivieron al final del estudio.

HALLAZGOS MACROSCOPICOS

Macroscopicamente, en ningun caso se presentd dehiscencia de la anastomosis,
infeccion o fistulas. La anastomosis se observo bien cicatrizada en todos los casos,
pero en los animales de los grupos | y IV se mostro inflamada vy fibrotica, (Figura
2A 'y 2D), asi mismo en los animales del grupo de MC que no concluyeron el tiempo
de estudio la luz traqueal se observé disminucién de la luz traqueal mayor al 50%

(Figura 3D).
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Figura 2. Fotografia tomada al final del estudio en la que se observa la buena

cicatrizacion en los grupos tratados con PIRFE (B) y CPVP (C), asi como la

inflamacion y fibrosis en los animales de los grupos | y IV, respectivamente (A 'y D).

HALLAZGOS MORFOMETRICOS

Al valorar morfométricamente el tamafo de la luz traqueal pre y postcirugia, se
observd que en todos los grupos disminuyo el tamafio de esta; sin embargo los
grupos tratados con CPVP y PIRFE mantuvieron valores similares a los basales,
pero los tratados con SSF y MC la luz disminuyé de manera significativa en
comparacion con la luz de los anillos controles (p < 0.01, ANDEVA, Dunnett)

(Grafica 1) (Figura 3).
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Tamaio de la luz traqueal pre y postcirugia

Grupos de
estudio -
MC | = +
CPVP | =N
PiRFE ]
SSF | =1 *
Basal |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

mm de luz traqueal

*p< 0.01 ANDEVA, Dunnett, SSF y MC vs Basal
*p< 0.001 ANDEVA, Tukey, SSF y MC vs Basal

Grafica 1. Disminucion de la luz traqueal en todos los grupos de estudio 1 mes

después del procedimiento quirdrgico en comparacion con sus valores basales.



Figura 3. Fotografia que muestra el tamafio de la luz traqueal al final del estudio en
todos los grupos. A) Grupo |, B) Grupo tratado con PIRFE, C) Grupo de CPVP vy D)

Se observa la estenosis traqueal desarrollada por un animal del grupo de MC.

HALLAZGOS MICROSCOPICOS

Microscopicamente todos los anillos controles mostraron apariencia normal. Al
valorar la inflamacién se observd que en los animales del grupo |, el 55% de los
animales del grupo | desarrollaron inflamacién moderada, 33% leve y 11% severa.
En el grupo Il (PIRFE) solo el 10% de los animales desarrollo inflamacion leve, Los
animales tratados con CPVP, el 55% de los casos presentoé inflamacioén leve y el
45% restante moderada mientras que en el grupo de MC el 75% de los animales
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desarrollo inflamacion moderada y el 25% leve. Al comparar entre grupos la
ausencia de inflamacidn microscépica presentada por los animales tratados con
PIRFE, fue significativa en comparacién con los otros grupos de estudio (p< 0.05
Kruskall Wallis) (Grafica 2). Esta inflamacion fue a base de linfocitos; sin embargo,
la presencia de estos fue mayor en los grupos | y IV, pero sb6lo se observaron
cambios estadisticamente significativos entre el grupo | y el tratado con PIRFE (p<

0.05 Kruskall Wallis).

Grado de inflamacion microscopica mostrado en todos los
grupos postraqueoplastia tratada con diferentes
moduladores de la cicatrizacion

v ——————

09
©
o |
» CPvP
o —
% ' ESevero
8 PIRFE EModerado
g' L * BLEVE
S |
O J— | EAusente
I —————
0 2 4 6 8
Mediana Numero de animales

*p <0.05 Kruskall Wallis

Grafica 2. Relacion entre el numero de animales y el grado de inflamacion que

desarrollaron los animales en cada grupo de estudio.
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Al valorar el grado de fibrosis formada al final del estudio, los animales tratados con
SSF y MC desarrollaron fibrosis moderada; mientras que los tratados con CPVP y
PIRFE mostraron fibrosis leve (p< 0.05 Kruskall Wallis) (Grafica 3) (Figura 4).
Ademas, los animales del grupo | desarrollaron fibras de colagena gruesas vy
desorganizadas, los tratados con PIRFE delgadas organizadas, los de CPVP

gruesas organizadas, los de MC delgadas y desorganizadas.

Grado histologico de fibrosis formada al dia 28 pos-traqueoplastia

MC #
CPVP "
—_—
*
PIRFE - —
X P |
0 1 2 3 a4 5 6 7 8 9
di E Severo
Mediana ] B Moderado
*p <0.05 Kruskall Wallis
H Leve

Grafica 3. Relacion entre el grado de fibrosis mostrado por los animales sometidos

a tratamiento con los diferentes MDC.

Al evaluar la organizacion de las fibras de colagena, se observo que los animales

del grupo | desarrollaron fibras de colagena gruesas y desorganizadas, los tratados
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con CPVP gruesas organizadas, los de MC delgadas desorganizadas y los tratados
con PIRFE delgadas organizadas. Al comparar entre grupos lo mostrado por cada
uno fue significativo vs los otros grupos de estudio (p< 0.05 Kruskal Wallis) que al

comparar entre grupos fue significativo (Grafica 4) (Figura 4).

Organizacion histologica de fibras de colagena en cicatriz traqueal
tratada con diferentes moduladores de la cicatrizacion

Mc 1 . °

2

© ) r |

=

7] CPVP ) — 12

]

S

n i E | *

(=] le——

o PIRFE

=

1™

O

SSF
L +
0 2 4 6 8 10
Nimero de animales @ Delgadas-organizadas

Mediana [ Delgadas-desorganizadas
* p< 0.05 Kruskal Wallis, PIRFE vs SSFy MC
** p< 0.05 Kruskal Wallis, CPVP vs SSF, Cy PIRFE H Gruesas-organizadas
+ p< 0.05 Kruskal Wallis, SSF vs CPVP, MCy PIRFE ;
° p< 0.05 Kruskal Wallis, MC vs SSF, CPVPy PIRFE @ Gruesas-desorganizadas

Grafica 4. Muestra el grosor y organizacién histolégica de las fibras de colagena al

final del estudio en todos los grupos.

En todos los casos se observo presencia de vasos de neoformacion, leve en el
grupo |, leve a moderado en el grupo Il y Ill, mientras que en el grupo IV fue leve en
el 50% de los casos y ausente en el 50% restante, lo cual fue significativo (p< 0.05
Kruskall Wallis) en comparacién con los otros grupos de estudio (Grafica 5) (Figura

4).
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Presencia de vasos de neoformacion en cicatriz traqueal después del
tratamiento con diferentes moduladores de cicatrizacion

- —,
*

cve [

o

] S ——

0 2 4 6 8 10
E Moderado

Mediana B leve
*p< 0.05 Kruskall Wallis. ® Ausente

Grafica 5. Relacién entre el numero de animales y desarrollo de nuevos vasos

sanguineos en todos los grupos de estudio.
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Figura 4. Fotomicrografias en las que se observa: A) Moderada cantidad de fibras
de colagena gruesas desorganizadas en el grupo |. B) Leve cantidad de fibras de
colagena delgadas y organizadas en los animales tratados con PIRFE C) leve
cantidad de fibras de colagena gruesas y organizadas en el grupo de CPVP. D)
Fibrosis moderada con fibras de colagena delgadas y desorganizadas. En A,By C

se muestran vasos de neoformacion (Masson 10X).

HALLAZGOS BIOQUIMICOS

Al evaluar la cantidad de colagena formada por miligramo de tejido
postraqueoplastia, se observo que en todos hay deposicion de colagena; pero la
producida en los grupos que recibieron tratamiento con alguno de los farmacos

moduladores de la cicatrizacién fue comparativamente menor que la de los del
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grupo control (SSF). Al comparar entre grupos se observo que la menor produccion
de colagena en el grupo tratado con PIRFE (ll) sélo fue significativa en comparacién
con el grupo I(SSF) (p< 0.05 ANDEVA, Dunnett, Tukey) pero no entre los demas

grupos en los que se utilizo un farmaco modulador de la cicatrizacion (Grafica 6).

Cantidad de colagena formada por miligramo de tejido

<
O

CPvVP

PIRFE

Grupos de estudio

SSF

80

Grafica 6. Muestra el depdsito de colagena en la cicatriz traqueal por grupo de

estudio, veintiocho dias después de la cirugia traqueal.

HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS
En la evaluacion realizada se encontr6 una disminucion en la presencia de
fibronectina en los grupos tratados con PIRFE y CPVP (P<0.05) en comparacion

con el grupo | pero sin diferencia significativa entre los demas grupos

40



DISCUSION

La reparacién de los tejidos es un proceso natural que se lleva a cabo mediante la
cicatrizacion y se inicia cuando el tejido se lesiona. Durante este proceso el tejido
dafado sera reemplazado por un tejido similar al existente, dependiendo de la
eficiencia y control con la que se lleven los procesos de sefalizacion, la cicatriz
generada puede ser normal o patologica. 12,56

La cicatrizacion patologica se caracteriza por una acumulacion excesiva de
colagena, se ha comprobado que una prolongacion de la fase inflamatoria es una
de las cusasss para esto se requiere de la actividad de diferentes células incluyendo
a los fibroblastos que son las principales células efectoras durante este procesorz y
se ha descrito que durante esta fase la fibronectina estimula al fibroblasto y
promueve su supervivencia, migraciéon y movimiento a través de la MEC7,57,58

En las heridas crénicas el proceso de cicatrizacion se encuentra activo en diferentes
fases y se ha demostrado tanto in vivo como in vitro, que en la cicatrizacion
patolégica se encuentra una regulacion alta de la expresion de fibronectina y
deposicion de colagena tipo | en la MEC.7 5859 En la traquea, cuando se produce
una cicatriz fibrotica se produce estenosis y la consecuente obstruccion al flujo de
aire 21.

En la actualidad los procedimientos para el tratamiento de la estenosis
laringotraqueal puede ser endoscépicos o abiertos siendo los segundos los que
tienen mejores resultados.so

Las indicaciones para el tratamiento endoscopico de la estenosis laringotraqueal no
estan claramente definidas, sin embargo autores como Monnier han desarrollado

algoritmos para el manejo de esta patologia en la cual recomienda realizar
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tratamientos endoscopicos como primer intento en las estenosis subgloticas con
clasificacion de la estenosis | o Il, longitud de la estenosis en direccion craneo
caudal menor de 1.5cm y si la estenosis es principalmente membranosa con
adecuado soporte cartilaginoso. Mientras que el tratamiento abierto se recomienda
para estenosis clasificadas grado Il y V.61

El uso de moduladores de la cicatrizacion como tratamiento adyuvante del
quirurgico se ha reportado en la literatura con diferentes medicamentos tales como
mitomicina C, acido hialuronico, esteroide y recientemente CPVP, sin embargo no
han tenido el éxito deseado porque no evitan la reestenosis o tienen que aplicarse
en varias ocasiones por via intratraqueal; por lo que es necesario buscar otros
farmacos moduladores que eviten esto 2, 29,34,40,45 46.

La PIRFE es un farmaco antioxidante y antiinfalamatorio que se ha observado que
disminuye la expresion y deposicién de colagena de diversas patologias como la
fibrosis pulmonar, cirrosis hepatica, esclerosis multiple, y en multiples condiciones
que que involucran fibrosis.41,42234562 Se ha descrito que sus efectos se deben a
que genera una regulacién a la baja de genes profibrogenicos como TGFb1, el factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-
6) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas,s2 pero su efecto sobre la
expresion de fibronectina en la cicatrizacion traqueal no se ha descrito; por esta
razon en este estudio se analizo la expresion de fibronectina y la deposicién de
colagena durante la cicatrizacion traqueal de ratas con reseccion y anastomosis
termino-terminal de traquea cervical tratadas con PIRFE, CPVP y MC, asi como su

efecto sobre la arquitectura macroscépica y microscépica de la traquea cicatrizada
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Los hallazgos macroscépicos y morfometricos denotan la tendencia que tiene la
traquea a disminuir su luz durante la cicatrizacion ya sea por la presencia de
inflamacion o incremento en la produccion de colagena, ya que al final del estudio
en todos los grupos intervenidos desarrollaron una disminucion de la luz traqueal
posterior al procedimiento quirurgico, independientemente del grupo analizado; sin
embargo, la reduccion de la luz traqueal fue mas importante en los grupos | (SSF)
y IV (MC), probablemente porque la SSF y la MC no tienen actividad
antiinflamatorias2, CPVP y PIRFE que si tiene este efecto como lo describio Olmos
et al en otros trabajos en los que se utilizé la CPVP y la MC como moduladores de
la cicatrizacion traqueal en perrosss, y Solis et alssTambién coinciden con lo
observado por Zhou et al. quienes en un modelo murino de trasplante heterotépico
traqueal observaron que los animales tratados con PIRFE desarrollaron menor
fibrosis luminal.e4 Por otro lado los resultados obtenidos en el grupo tratado con MC
concuerdan con lo observado por Ifiguez et al quienes mencionan que la ausencia
de propiedades antiinflamatorias de este farmaco prolonga la cascada inflamatoria
de la cicatrizacion y su actividad antiproliferativa, favorece la necrosis del tejido,
promueve la acumulacion de detritus en la herida y la disminucion de la luz
traqueals2

El menor grado de inflamacion microscopica observado los grupo de CPVP y
PIRFE, fue probablemente originado por la actividad antiinflamatoria de los mismos,
como lo han observado algunos autores que han estudiado el efecto de la CPVP en
estudios clinicos y experimentales realizados en pacientes con artritis reumatoide,
cicatrices hipertroficas de piel, esclerodermia, ulceras por presion y en las cicatrices

postraqueoplastia y han observado que la administracion a cortos y largos posee
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este inhibe la inflamacién aguda y crdnicass 6566. Mientras que el de la PIRFE se
debié a que este tiene propiedades que evitan el estrés oxidativo, lo cual inhibe el
reclutamiento de células inflamatorias y la expresion de genes profibrogenicos como
TGF-B1, CTGF, IL-1,IL-642 62,67, como lo reportaron Oku et alss e lyer et ales quienes
han estudiado su efecto en modelos experimentales de fibrosis pulmonar.

Por otro lado el mayor grado de inflamacion histolégica que presentaron los
animales de los grupos de SS y MC fue provocado porque estas drogas no tienen
actividad antiinflamatoria como lo han observado Roh et also e Ifiguez et als2 al
estudiar el efecto de la MC en las estenosis traqueales y han observado que hasta
2 meses después de su aplicacion, este farmaco provoca irritacion del sitio
lesionado, con lo que favorece la inflamacion.

El grupo de CPVP presento menor infiltrado linfocitario posiblemente porque en los
procesos inflamatorios cronicos, el compuesto disminuye la quimiotaxis vy
estimulaciéon de los linfocitosss, como lo observd Bazan et ales durante la
remodelacion del tejido de la via aérea de cobayos asmaticos tratados con CPVP.
En el grupo tratado con PIRFE, la menor cantidad de linfocitos se originé porque el
farmaco disminuye la proliferacion de los mismos como lo describieron algunos
autores quienes estudiaron la involucion de las cicatrices queloides y observaron

esto.70
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En el grupo tratado con MC, la presencia de fibrosis moderada a severa con fibras
de colagena desorganizadas en el sitio de la herida fue porque su aplicaciéon
provoca irritacion del sitio lesionado e inflamacién prolongada que favorece la
fibrosis como lo describieron Rahbar et al2g y Eliashar et al71 al estudiar el efecto de
este farmaco en las estenosis traqueales. Mientras que en los grupos de CPVP y
PIRFE la menor fibrosis y mejor organizacion histolégica de las fibras de colagena
observadas confirman sus propiedades para inhibir las citocinas proinflamatorias y
profibrogénicas, asi como la modulacién de la fibrosis como en los tejidos
normales.4s 64,66,70,72

En todos los casos se observo presencia de vasos de neoformacion, leve en el
grupo |, leve a moderado en el grupo Il y Ill, mientras que en el grupo IV fue leve en
el 50% de los casos y ausente en el 50% restante, lo cual fue significativo en
comparacién con los demas grupos de estudio y coincide con lo observado por otros
autoressz,

Con respecto a la menor catidad de neovascularizacion observada en el grupo de

MC, fue originada porque este farmaco bloquea expresion del VEGF73

EXPRESION DE FIBRONECTINA

45



La evaluacion bioquimica revel6 que todos los MDC disminuyen el disminuye el
depdsito de colagena, la CPVP por inhibir la expresion de varias citocinas
proinflamatorias (Krotzsch E, Diaz de Leon E, Furuzawa GJ, Marquez R, Quiroz E,
Citokine expresion is down regulated by collagen-polivinylpirrolidone in
hyperthrophic scars. J Invest Dermatol. 1998; 111: 828-834.) (Furuzawa-Carballeda
J, Krotzsch E, Barile-Fabris L, Alcala M, Espinosa-Morales R. Subcutaneous
administration of collagen-polyvinylpyrrolidone down regulates IL-18, TNF-a, TGF-
B1, ELAM-1 and VCAM-1 expression in scleroderma skin lesions. Clin Exper
Dermatol. 2005; 30: 83-86.). Mientras que la PIRFE disminuye la inflamacion,
bloquea la produccién del TGF-B1 y otros factores profibrogénicos, ademas de que
activa la produccion de MMPs con lo que modula la via fibrogénica (Macias-
Barragan J, Sandoval-Rodriguez A, Navarro-Partida J, Armendariz-Borunda J. The
multifaceted role of pirfenidone and its novel targets. Fibrogenesis Tissue Repair

2010;3:16. http://www.fibrogenesis.com/content/3/1/16.), (Oku H, Shimizu T,

Kawabata T, Nagira M, Hikita I, Ueyama A, Matsushima S, Torii M, Arimura A.
Antifibrotic action of pirfenidone and prednisolone: Different effects on pulmonary
cytokines and growth factors in bleomycin-induced murine pulmonary fibrosis. Eur J
Pharm. 2008; 590: 400-408.) (Zhao XY, Zeng X, Li XM, Wang TL, Wang BE.
Pirfenidone effectively inhibits carbon tetrachloride- and albumin complex-induced
liver fibrosis in rodents by preventing activation of hepatic stellate cells. Clin Exp
Pharmacol Physiol. 2009, 36:963-8.) (lyer SN, Gurujeyalakshmi G, Giri SN. Effects
of pirfenidone on transforming growth factor-beta gene expression at the
transcriptional level in bleomycin hamster model of lung fibrosis. J Pharmacol Exp

Ther. 1999; 291: 367-373.). En el grupo de MC se origino porque el farmaco evita
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la proliferacion y replicacion de los fibroblastos y estimular la apoptosis de los
mismos ocasiono la menor expresion de los niveles de colagena (Solis N. Tesis:
Efecto de diferentes moduladores de la cicatrizacion sobre la expresiéon de
metaloproteinasa 9 en la cicatrizacion de traqueoplastias en perros. Maestria en
Ciencias. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM, 2014.) (Wang YW,
Ren JH, Xia K, Wang SH, Yin TF, Li LH. Effect of mitomycin on normal dermal
fibroblast and HaCat cell: an in vitro study. J Zhejiang Univ Sci B. 2012; 13: 997-

1005.)

CONCLUSIONES

El uso de CPVP como PIRFE son opciones terapéuticas que en este estudio
mostraron una efectividad mayor a el estandar actual de tratamiento para estenosis
laringotraqueal, sin mbargo al ser un estudio en modelos animales se deben de
realziar estudios en modelos humanos para validar su efectividad para adyuvancia
en esta patologia, al momento aunque no es la mejor opcién la MC muestra
beneficios en comparacion al grupo control y su amplio estudio a nivel mundial en

modelos humanos la hace vigente como opcion terapéutica en humanos.
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