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1. RESUMEN

Introducciéon: Se considera al colesteatoma en poblacidon pedidtrica como una enfermedad
de dificil manejo ya que su comportamiento bioldgico difiere respecto a la poblacion adulta
en términos de agresividad y recurrencia. Diversos estudios experimentales han demostrado
la presencia de biopeliculas asociadas al colesteatoma lo cual plantea retos para su manejo
ya que no solo tienen un papel en la patogénesis y progresion de la enfermedad, sino también
existe mayor dificultad para erradicar las infecciones asociadas. Lo anterior ha llevado al
interés en utilizar terapias no antimicrobianas que tengan impacto sobre la estructura o
composicion de las biopeliculas.

Objetivo: Evaluar los cambios que ocurren en la biopelicula del colesteatoma de pacientes
pediatricos posterior a la aplicacion de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA).

Métodos: Se incluyeron pacientes pediatricos con otitis media cronica colesteatomatosa
operados de mastoidectomia primaria o de revision en el servicio de Otorrinolaringologia del
Hospital Infantil de México Federico Gémez entre enero 2016 y mayo 2017. Durante la
cirugia se tomaron muestras basales del colesteatoma y del tejido posterior a la colocacion
de MESNA al 4% durante 10 minutos. Las muestras fueron procesadas para su observacion
con microscopio laser confocal.

Resultados: Se incluyeron 10 pacientes, 8 del sexo masculino y 2 del sexo femenino, con
una mediana de edad de 10 afios y un rango de 6 a 17 afios.

A 9 pacientes se les realizo cirugia primaria y a uno mastoidectomia de revision.

Todas las muestras fueron observadas y analizadas mediante microscopia laser confocal
identificandose en todas ellas estructuras compatibles con biopeliculas bacterianas. El
hallazgo mas relevante fueron los cambios en la estructura de la biopelicula posterior a la
aplicacion de MESNA tales como disgregacion y separacion del tejido subyacente.

Conclusion: Este es el primer estudio experimental que evalia y demuestra cambios en la
estructura de la biopelicula bacteriana asociada al colesteatoma posterior a la aplicacion de
MESNA.



2. INTRODUCCION

La otitis media cronica (OMC) es un padecimiento frecuente en la edad pediatrica. FEl
término describe una variedad de signos, sintomas y hallazgos fisicos que son el resultado
del dafio cronico al oido medio por procesos infecciosos e inflamatorios e incluyen':

-Perforacion de la membrana timpéanica.
-Retraccion de la membrana timpanica.
-Atelectasias.

-Erosion de la cadena osicular.

-Otorrea cronica o recurrente.

-Tejido de granulacion en el oido medio.
-Colesteatoma

El colesteatoma se define como un tejido en el oido medio formado por una matriz formada
por epitelio escamoso queratinizante, una perimatriz consistente en tejido conectivo
subepitelial y detritus de queratina.?

El comportamiento bioldgico del colesteatoma en nifios difiere respecto a poblacion adulta.
En pacientes pediatricos suele tener un patrén de crecimiento agresivo y mayores tasas de
recurrencia que en adultos.?

En afos recientes las investigaciones han aportado informacion relevante acerca del papel de
las infecciones en la patogénesis y progresion del colesteatoma, destacando la identificacion
de biopeliculas bacterianas en la otitis media y en el colesteatoma.*

La importancia de conocer la composicion microbiologica y el comportamiento biologico de
las biopeliculas bacterianas radica en su potencial resistencia y tolerancia al manejo
antimicrobiano lo cual representa un reto en el tratamiento del colesteatoma en poblacion
pediétrica.

La dificultad para erradicar las infecciones asociadas a biopeliculas con antibioticoterapia
sistémica ha llevado al interés en utilizar terapias no antimicrobianas que tengan un impacto
sobre la estructura o composicién de la misma.’



3. ANTECEDENTES

Se ha demostrado que las biopeliculas son factores importantes en un numero significativo
de infecciones; el arquetipo de una infeccion por biopelicula es la colonizaciéon por
Pseudomonas en la fibrosis quistica.®

Diversos autores propusieron que la otitis media con derrame estaba asociada a agregados
bacterianos adheridos a la mucosa del oido medio en lugar de organismos libres, por ello Post
en el afio 2001 realiz6 un estudio experimental para comprobar dicha hipdtesis ya que hasta
la fecha ninglin estudio habia logrado recolectar evidencia objetiva en las investigaciones.
Utilizando como modelo animal a la chinchilla se indujo otitis media experimental a través
de la inyeccion transtimpanica de cepas de H. influenzae para posteriormente analizar las
muestras de mucosa de oido medio mediante microscopia electronica, observando la
presencia de biopeliculas bacterianas en todas ellas. Los hallazgos del autor reforzaron la
hipotesis de que la otitis media con derrame es un padecimiento asociado a agregados
bacterianos los cuales suelen ser resistentes al manejo antibidtico y son dificilmente
identificados con técnicas de cultivo estandar.’

Una de las caracteristicas fundamentales del colesteatoma de oido medio es la infeccién
cronica y recurrente la cual es altamente resistente al manejo antimicrobiano tdpico y
sistémico. La otorrea cronica es un signo cldsico cuando el colesteatoma se encuentra
infectado y suele remitir con manejo antibidtico topico y sistémico, sin embargo es comun la
recurrencia del proceso infeccioso.®

En el 2002 Chole y colaboradores propusieron que el colesteatoma es un tejido con un
microambiente ideal para el desarrollo de biopeliculas bacterianas. Estos investigadores
realizaron un estudio en el que evaluaron las caracteristicas histomorfologicas de 24 muestras
de colesteatoma humano infectado y de 22 de colesteatoma inducido experimentalmente en
gerbiles. Las muestras fueron analizadas mediante microscopia de luz y electronica de
transmision observando en 21 de 22 muestras experimentales y en 16 de 24 muestras
humanas la presencia de agregados bacterianos Gram positivos y Gram negativos con
depositos de matriz de polisacaridos compatibles con biopeliculas.®

Una de las diferencias del colesteatoma en poblacion pediatrica respecto a la del adulto es su
comportamiento clinico el cual suele ser mas agresivo e invasivo y con mayores tasas de
recidiva. Algunos autores han propuesto que la composicion histopatoldgica es uno de los
factores decisivos para dicho comportamiento® sin embargo, publicaciones recientes sugieren
que las biopeliculas bacterianas tienen un papel fundamental en la resistencia antimicrobiana,
cronicidad, recurrencia y agresividad de la enfermedad.*

El objetivo de la cirugia del colesteatoma es erradicar la enfermedad, sin embargo, uno de
los grandes problemas en poblacion pediatrica es la tasa de recidiva publicada en la literatura
reportindose desde un 30% hasta un 70% dependiendo del método estadistico utilizado.®



Las altas tasas de recidiva motivaron a diversos autores a proponer técnicas adicionales para
el manejo del colesteatoma, siendo Kluyskens en 1979 uno de los primeros en realizar un
estudio experimental en el que observd mediante inmunohistoquimica la ruptura de las capas
de queratina del colesteatoma con la aplicacion local de N-acetilcisteina, proponiendo el

término "diseccion quimicamente asistida".’

Yilmaz en el 2004 publico el primer estudio con el empleo de un compuesto conocido como
2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) en pacientes con bolsas de retraccion y otitis
media adhesiva, observando lisis de las adherencias entre la mucosa del oido medio y la
membrana timpénica con lo que se facilitaba su lateralizacion. '°

Basados en los hallazgos anteriores, Kalcioglu y Vicenti publicaron la efectividad del
MESNA en el colesteatoma residual observando tasas significativamente menores en los
grupos de tratamiento. Gracias a sus observaciones se comprobd que este medicamento
fragmenta las capas de queratina facilitando la diseccion quirargica.'!!?

En el 2016 en el servicio de Otorrinolaringologia Pediatrica del Hospital Infantil de México
se realiz6 un estudio prospectivo para determinar la utilidad de la aplicacion del MESNA
durante la mastoidectomia en pacientes pediatricos con otitis media cronica colesteatomatosa
y evaluar los cambios que produce en la matriz del colesteatoma mediante microscopia dptica
y electronica. La poblacion de estudio se dividid en 5 pacientes a quienes se les aplico
MESNA al 4% y 5 con el medicamento a una concentracion del 10%; a cada paciente se le
tomaron muestras a los 5, 10 y 15 minutos posterior a su aplicacion. Se demostraron cambios
en la estructura del colesteatoma (separacion de ldminas de queratina y desorganizacion de
su estructura) que fueron independientes de la concentracion, siendo notorios a partir de los
5 minutos y mds pronunciados a partir de los 10 minutos.



4. MARCO TEORICO

El término colesteatoma fue utilizado por primera vez por Muller en 1838.!* Esta entidad
corresponde a un subtipo de otitis media cronica y en poblacion pediatrica tiene una
incidencia mundial de aproximadamente 5-15 casos por cada 100,000 nifios. '

Dentro de las poblaciones en riesgo, tenemos a aquellas con trastornos otolégicos cronicos,
sindrome de labio y paladar hendido y sindromes craneofaciales, entre otros.'*

El colesteatoma se clasifica en 2 categorias generales: congénito y adquirido.?

1. Colesteatoma congénito: se define como un tejido quistico de epitelio escamoso
queratinizante localizado medial a la membrana timpanica intacta. Se asume que esta
presente al nacimiento, sin embargo, generalmente es diagnosticado durante la
infancia en pacientes sin un historial de otorrea, perforacion timpanica o cirugia
otoldgica previa. La presentacion clinica estd determinada por la localizacion y
extension de la lesion siendo lo mas comun una masa blanquecina medial a la
membrana timpanica que se acompafia de hipoacusia y en casos excepcionales de
dolor. Tiene una incidencia aproximada de 0.12 casos por cada 100,000 nifios. '

2. Colesteatoma adquirido: se presenta clinicamente con signos y sintomas que reflejan
el crecimiento y destruccion de los tejidos adyacentes, tales como perforacion o
retraccion timpénica, otorrea e hipoacusia de forma general.

El colesteatoma adquirido se subdivide en primario y secundario'*:

a) Primario: se presenta sin evidencia de perforacion o infeccidon preexistente, también
es llamado colesteatoma de atico por su localizacion en la pars flacida.

b) Secundario: incluye aquellos colesteatomas que son el resultado de perforaciones o
infecciones traumaticas o iatrogénicas; caracteristicamente se encuentran en la pars
tensa.

En los tltimos 40 afios se ha observado una disminucion en la incidencia del colesteatoma
adquirido en nifios; el factor mas estudiado para explicar este fendmeno es la introduccion
de los tubos de ventilacion transtimpénicos y su uso a nivel mundial. '*

La patogénesis del colesteatoma adquirido ha sido debatida por mas de un siglo y en la
actualidad se aceptan 4 teorias bésicas acerca de su origen.'®

Invaginacion de la membrana timpanica (bolsa de retraccion).
Hiperplasia de células basales.

Migracion epitelial a través de una perforacion (teoria de la migracion).
Metaplasia escamosa del epitelio del oido medio.

b=



La descripcion histolégica del colesteatoma fue realizada en 1972 por Lim y Saunders como
un epitelio escamoso estratificado queratinizado con 4 capas idénticas a la epidermis normal,
células de Langerhans y granulos de queratina. Este epitelio corresponde a la matriz del
colesteatoma. La perimatriz consiste en tejido conectivo que contiene fibras de colagena,
fibrocitos, células inflamatorias y procesos de angiogénesis.

Los procesos infecciosos locales alteran los mecanismos de autolimpieza desencadenando
una acumulacion de detritus celulares y queratinocitos dentro de la bolsa de retraccion,
seguido de una migracion de células inmunes (células de Langerhans, células T, macrofagos,
etc.). El resultado de este proceso es un desbalance y un circulo vicioso de proliferacion
epitelial, diferenciacion y maduracion de queratinocitos, asi como una alteracion en los
mecanismos de limpieza.

Una vez que ocurre el proceso infeccioso, las bacterias acumuladas expresan antigenos que,
junto con los estimulos inflamatorios, inducen proliferacion epitelial acompanada de
expresion de enzimas liticas y citocinas; éstas producen activacion y maduracion de
osteoclastos con la consecuente degradacion de la matriz 6sea extracelular, reabsorcion 6sea
y finalmente progresion de la enfermedad.*

El manejo del colesteatoma es quirrgico y el objetivo de la cirugia es la erradicacion de la
enfermedad. Uno de los principales problemas en poblacion pediatrica es la elevada tasa de
recidiva cuando se compara con poblacion adulta (30-70%).8

Se han propuesto diversos factores para explicar los altos indices de recidiva, entre ellos:

o Técnica quirargica

e Dodson y colaboradores realizaron un estudio en poblacion pediatrica para
evaluar enfermedad residual y recidiva del colesteatoma comparando 2
técnicas quirdargicas: mastoidectomia de muro alto vs. muro bajo.
En el grupo de mastoidectomia de muro alto encontraron un 19% de
enfermedad residual y un 22% de recidiva mientras que en el grupo de
mastoidectomia de muro bajo encontraron 12% de enfermedad residual sin
encontrar recidivas.!’

o Sitio de origen
e Tos y Lau realizaron un estudio en Dinamarca para evaluar las diferencias en
la tasa de recurrencia entre 2 tipos de colesteatoma, el de atico y el de pars

tensa encontrando mayor recurrencia en esta localizacion (13.3%) vs. el atico
(6.6%).'%

o Inmunobiologia del colesteatoma
e Bujia y colaboradores realizaron un estudio para evaluar la proliferacion
epitelial del colesteatoma en nifios. Utilizaron un anticuerpo monoclonal
llamado MIB 1 el cual reconoce antigenos nucleares presentes en distintas
fases del crecimiento celular, constituyendo de esta manera un marcador de
proliferacion epitelial. El puntaje promedio de este anticuerpo fue



significativamente mayor en el colesteatoma pediatrico respecto al de adulto;
ésto se traduce en un mayor indice de proliferacion de los queratinocitos en
nifos, lo cual puede explicar en parte el comportamiento mas agresivo
observado en esta poblacion. "

o Factores anatomicos y fisioldgicos

e Los adultos tienen un mecanismo de proteccion para evitar la progresion de
la enfermedad a través de las celdillas esclerdticas mastoideas, resultado de
una disfuncién tubaria cronica.
En los pacientes pediatricos la disfuncion tubaria predispone a la recurrencia
de las bolsas de retraccion, a cuadros recurrentes de otitis media y a
sobreinfeccion del tejido de colesteatoma; asi mismo, los elevados factores de
crecimiento en los nifios también pueden influir en la progresion y recidiva de
la enfermedad.!’

El colesteatoma en poblacion pedidtrica exhibe un comportamiento clinico con mayor
agresividad e invasion del que se observa en adultos. Bassiouny y colaboradores realizaron
un estudio prospectivo para comparar las caracteristicas histopatologicas e
inmunohistoquimicas del colesteatoma adquirido en nifios y adultos y su relacion con el
comportamiento clinico de la enfermedad.

En el estudio histopatoldgico se demostré una mayor proporcion de tejido fibroso en muestras
de adultos mientras que en los de pacientes pedidtricos predominaron los infiltrados de
células inflamatorias. Esto puede correlacionarse con la menor agresividad del colesteatoma
en poblacion adulta en donde ademas se encuentra principalmente en fase reparativa. En la
evaluacion inmunohistoquimica hubo una expresion significativamente mayor de
marcadores de proliferacion (PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular) en la matriz
y perimatriz del colesteatoma en muestras de nifos lo cual puede correlacionarse con la
mayor extension y agresividad comparado con el de poblacion adulta.’

Las caracteristicas histopatoldgicas del colesteatoma no son los tnicos factores que explican
las diferencias en el comportamiento clinico entre poblacion pediatrica y adulta, ya que
publicaciones recientes sugieren que las biopeliculas bacterianas tienen un papel fundamental
en la resistencia antimicrobiana, cronicidad, recurrencia y agresividad de la enfermedad.*

Como se menciond previamente, Chole y colaboradores en el 2002 realizaron un estudio
experimental con muestras de colesteatoma de oido medio infectado de humanos, asi como
de colesteatoma inducido en modelo animal. Mediante sus observaciones con microscopia
de luz y electronica de transmision detectaron la presencia de biopeliculas bacterianas en la
mayoria de las muestras.®

En el afio 2011 Saunders y colaboradores realizaron un estudio prospectivo para identificar
mediante microscopia electronica la presencia de biopeliculas bacterianas en pacientes con
otitis media crénica con o sin colesteatoma, durante la cirugia de oido medio. Se identificaron
biopeliculas bacterianas en 3 de 5 muestras de colesteatoma infectado (60%), y en solo 1 de
7 casos con otitis media supurativa no colesteatomatosa. Este es uno de los pocos estudios
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clinicos que comprueba la presencia de biopeliculas en colesteatoma no inducido en
laboratorio.?’

La biopelicula es un conglomerado de células de una o varias especies que crecen adheridas
a una superficie viva o inerte y que estan embebidas en una matriz de exopolisacaridos de
fabricacion propia, la cual tiene una carga eléctrica y una organizacion estructural
tridimensional y funcional compleja.?!

Datos historicos acerca del desarrollo de la era de las biopeliculas?:

= Las primeras observaciones de agregados bacterianos asociados a superficies fueron
realizadas por Antonie van Leeuwenhoek en 1684 cuando hizo la primera descripcion
de "animales" presentes en la placa dental.

» Las primeras fotomicrografias de agregados bacterianos se realizaron en 1933 por
Henrici quien escribi6: "Es evidente que la mayor parte de las bacterias en el agua no
se encuentran como organismos flotantes, sino que crecen sobre superficies dentro de
ella".

* En el campo de la microbiologia ambiental, el primer articulo en el que se uso el
término "biopelicula" fue publicado en 1961 por Rogovska en Microbiology-USSR.

* En el campo médico, Hoiby en 1977 describié por primera vez "agregados de
Pseudomonas aeruginosa" en el tejido pulmonar de pacientes con fibrosis quistica
infectados cronicamente.

= En 1978 Costerton y colaboradores describieron la presencia de bacterias adheridas a
superficies embebidas en un "glicocalix" y en 1981 utiliz6 el término "biopelicula"
por primera vez para describir este fendmeno.

» En 1993 la Sociedad Americana de Microbiologia reconoci6 que el fenotipo de
biopelicula era relevante para la microbiologia.

* En 1999 Costerton y colaboradores definieron a la biopelicula como una "comunidad
de bacterias incluidas en una matriz polimérica producida por ellas mismas, adheridas
a una superficie".

La construccion de una biopelicula ocurre a través de estos pasos?':

1. Formacion o acumulacion de una capa de restos organicos que neutralizan la carga
excesiva y la energia libre de la superficie para facilitar la adherencia de las
bacterias.

2. Posterior a la adhesion, se desencadena una cascada de cambios activando un
grupo de genes que determinaran el fenotipo de la biopelicula.

3. Comunicacion y coordinacion entre las diferentes células mediante un sistema
llamado "quorum sensing" el cual es mediado por pequenas moléculas liberadas
por algunas bacterias para adherirse a otras modificando la regulacion de la
expresion genética bacteriana en funcion de su concentracion. En el caso de las
bacterias Gram (-) estas moléculas pertenecen a la familia de las acil homoserina
lactonas; en las Gram (+) son péptidos. Estas moléculas tienen diversas funciones
como sefialamiento, intercambio de ADN y produccion de toxinas. El quorum
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sensing es crucial para determinar la densidad de la poblacion bacteriana y a
mayor adherencia mayor comunicacion entre ellas. Se ha propuesto que este
fenomeno refleja la necesidad del patdégeno invasor por alcanzar una densidad de
poblacion critica sobrepasando las defensas del hospedero para establecer una
colonizacién o un proceso infeccioso.

4. Las bacterias unidas a la superficie y entre si forman una union irreversible
mediante las proteinas de superficie bacteriana, dentro de las cuales la mas
relevante es la denominada AtlE; posteriormente se agregan en microcolonias e
inicia la produccion de exopolisacarido (EPS) el cual esta constituido de
polisacéridos, acidos nucleicos y proteinas. En las bacterias Gram (+) los
polisacaridos son catidonicos mientras que en las Gram (-) son neutrales o
polianionicos. La forma de la biopelicula depende en parte del estrés al cual esta
sometida y a la fuente de nutrientes.

5. Labiopelicula inicia un proceso de maduracion en el que las células creceran y se
reproduciran en el microambiente, favorecido por sustancias propias del EPS,
células vecinas y canales de agua que son el sistema circulatorio primitivo para la
preservacion de la homeostasis dentro de la misma.

6. Labiopelicula es colonizada por estructuras secundarias como bacterias y hongos.

7. Las células adquieren nuevas funciones para mantener la biopelicula y crear otras
nuevas placas.

8. Etapa final de despegamiento y dispersion de las bacterias por fuerzas externas o
por movimientos migratorios para propagarse hacia el ambiente.

Las biopeliculas no necesariamente muestran incremento en la resistencia bacteriana, sino
que la dificultad para su erradicacion deriva de sus caracteristicas inicas por su extraordinaria
morfologia. Una de ellas es la llamada “penetracion restringida” que es regulada por la matriz
de EPS la cual restringe la difusion de sustancias y degrada los antibidticos, asimismo provee
una defensa efectiva contra lisozimas y el sistema del complemento.

Otro fendmeno observado en estos conglomerados es la "tasa de crecimiento retardado de las
células" la cual constituye otro factor protector ya que, aunque el antibidtico logre penetrar,
éste solo actuara sobre las células en fase de crecimiento rapido. Esta fase estacionaria
contribuye al fenomeno de resistencia.??

Las bacterias dentro de las biopeliculas no son homogéneas y esto se debe a que todas ellas
tienen diversos microambientes, tales como variaciones en el pH, disponibilidad de
nutrientes, potencial oxidativo, etc. que pueden desencadenar diferentes sefiales de
transcripcion originando que las bacterias monoclonales desarrollen caracteristicas
fenotipicas diversas.

Otra causa de variabilidad es la transferencia de ADN entre las células, llamada
“transferencia génica horizontal” la cual es proporcionada por el ambiente creado por la
estructura de la biopelicula. Esta transferencia horizontal provee ventajas a las células
aumentando la probabilidad de mutaciones adaptativas tales como la resistencia
antimicrobiana.**
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Finalmente, dentro de las biopeliculas se desarrolla una subplobacion de células llamada
"persistentes", las cuales sobreviven a la administracion de un antibidtico y paraddjicamente
el farmaco impide su crecimiento favoreciendo su persistencia. Estas células reforman la
biopelicula de tal manera que este fenomeno explicaria en parte su naturaleza recidivante y
la necesidad de periodos prolongados de antibi6tico.?!

En 1979 Kluyskens propone el término "diseccion quimicamente asistida" al observar en su
estudio experimental que las capas de queratina del colesteatoma sufrian ruptura al ser
sometido a N-acetilcisteina de forma local. Este experimento fue uno de los primeros que se
realizaron con el objetivo de descubrir nuevas técnicas para el manejo del colesteatoma que
ayudaran a disminuir las elevadas tasas de recidiva.’

El 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (C2HsNaO3S;) o MESNA es un compuesto sintético
que pertenece a la clase de los compuestos tiol'°. Se usa como agente mucolitico en el campo
de la medicina respiratoria al romper los puentes de disulfuro de las cadenas polipeptidicas
del moco permitiendo el manejo de padecimientos como bronquitis cronica, asma, enfisema,
bronquiectasias, fibrosis quistica®’. En la actualidad su principal indicacién es la prevencion
del dafio urotelial durante la quimioterapia con ciertos farmacos.'%%

Tiene una funcion importante como antioxidante ya que a través de su grupo sulthidrilo es
capaz de unirse a metabolitos o especies reactivas de oxigeno.'°

Zini y colaboradores desarrollaron un proyecto para evaluar el MESNA en la diseccion
quimicamente asistida. Estos investigadores describieron y patentaron su uso para facilitar
la separacion de los tejidos patoldgicos de los sanos durante el manejo de las adherencias ya
que ¢€stas son ricas en puentes disulfuro. Dicha patente sugiri6 el uso del medicamento en los
ambitos de cirugia oncoldgica, neuroquirtirgica, maxilofacial, vascular, ortopédica, plastica,
ginecologica, toracica, base de craneo y dental.?®

La primera aplicacion clinica del MESNA fue en el campo de la otorrinolaringologia. Zini y
colaboradores reportaron resultados preliminares de sus observaciones y su utilidad en la
separacion de la matriz del colesteatoma de los tejidos circundantes.?® Posteriormente en el
afio 2004 Yilmaz fue el primero en realizar un estudio experimental con MESNA observando
que, en pacientes con otitis media adhesiva y bolsas de retraccion, el farmaco ayudaba a la
separacion de la membrana timpanica al lisar las adherencias entre ésta y el oido medio. '

La seguridad del MESNA en el contexto de ototoxicidad ha sido evaluada en diversos
estudios. En 1999 Vicenti y colaboradores realizaron un estudio en cobayos en los que se
aplico en el oido medio para valorar toxicidad y sus efectos sobre la anatomia y fisiologia
coclear mediante microscopia de transmision y microscopia electronica, asi como a través de
potenciales auditivos evocados de tallo cerebral (PAETC); los autores concluyeron que no
hubo cambios anatémicos ni auditivos en los grupos estudiados.?’

Los mismos autores en el afio 2014 realizaron un estudio en humanos para evaluar los efectos

cocleares del MESNA mediante su aplicacion en el oido medio de los pacientes durante
cirugia otologica. Los estudios audiologicos comprobaron que no hubo diferencias en los
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umbrales auditivos tanto en el grupo control como el de tratamiento, demostrando de esta
manera su perfil de seguridad.?®

Las evidencias cientificas sobre la efectividad del MESNA en el colesteatoma residual se
remontan a las publicaciones en los ultimos 4 afos:

» Kalcioglu realizé un estudio en el afio 2013 observando una tasa significativamente
mayor en el grupo donde se realizo la cirugia sin aplicar el farmaco (17.9%) en
comparacion con el grupo de tratamiento (6.5%).!!

* Vicenti en el afio 2014 realiz6 un estudio comparativo en pacientes adultos al utilizar
el farmaco durante la timpanomastoidectomia de muro alto encontrando tasas
significativamente menores de colesteatoma residual en el grupo de tratamiento. '?

En el 2016 Ismi y colaboradores realizaron un estudio experimental induciendo la formacion
de colesteatoma en el oido medio de ratas mediante la aplicacion intratimpdnica de
propilenglicol. En el grupo control se aplicé 0.2 ml de propilenglicol al 100% y en el grupo
de tratamiento se aplicd 0.2 ml de propilenglicol al 100% y una semana después una dosis de
0.2 ml de MESNA al 10%. La tasa de formacion de colesteatoma fue del 88% en el grupo de
propilenglicol mientras que en el grupo tratado con MESNA fue del 21% siendo la diferencia
estadisticamente significativa.

De acuerdo a estas observaciones, los autores sugieren que debido a que los puentes de
disulfuro tienen un papel en la organizacion y estabilizacion de la estructura de queratina, el
MESNA puede inhibir su formacion a través de sus propiedades antioxidantes, asi como
desestabilizando los filamentos de queratina al romper los puentes de disulfuro; sin embargo,
sugieren que este mecanismo de inhibicion de la formacion del colesteatoma requiere ser
estudiado mediante otras técnicas moleculares.*’

Como se menciond en parrafos anteriores, el comportamiento clinico del colesteatoma no
depende solamente de su composicion histologica. Es cierto que la utilidad del MESNA ha
sido comprobada en mas de una ocasion al facilitar su diseccion quirtrgica, lo cual ha tenido
un efecto positivo disminuyendo la tasa de enfermedad residual; sin embargo, aiin no se tiene
informacion disponible acerca del impacto que pueda tener el manejo de las biopeliculas del
colesteatoma sobre su evolucién y comportamiento clinico.

Sabemos que el manejo de las infecciones asociadas a biopeliculas es complejo debido a su
poca respuesta a la antibioticoterapia sistémica y topica como se analizo previamente, de tal
forma que en afios recientes ha surgido un interés creciente en la utilizacién de terapias
alternativas que generalmente estan dirigidas a provocar su disrupcion fisica.

Una de estas terapias es el uso de ultrasonido a alta intensidad y baja frecuencia, que en
estudios de laboratorio ha mostrado beneficios en el tratamiento de las biopeliculas
acelerando la muerte de las bacterias contenidas en ellas. El efecto del ultrasonido parece
estar relacionado a un incremento en la eficacia del antibiético.’
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Las 3 hipétesis para explicar este efecto son’’:
1. Incrementando el transporte del antibiotico hacia las bacterias.
2. Incrementando la permeabilidad de las membranas celulares.
3. Incrementando la actividad metabolica y el crecimiento bacteriano probablemente
por un incremento del oxigeno y de otros transportadores de nutrientes.

Bjarnsholt propuso que las infecciones crénicas por biopeliculas pueden ser manejadas si
logran disolverse y que a su vez pueden ser prevenidas si se impide que formen agregados
bacterianos, proponiendo entonces que su tolerancia a los antibidticos pueda ser reversible,
al menos en modelos de investigacion.??

En relacion al efecto del MESNA sobre la formacion de biopeliculas, Chen y colaboradores
realizaron un estudio experimental para investigar los efectos inhibitorios del firmaco sobre
la formacion de biopeliculas de E. coli in vitro revelando los siguientes hallazgos®':

¢ Inhibid las fases iniciales de adhesion y formacion de las biopeliculas de E. coli.

e Destruyd las membranas maduras de las biopeliculas.

e Redujo los niveles de proteinas extracelulares y de exopolisacaridos.

e Inhibié la expresion de genes asociados a proteinas de adhesion y expresion de
exopolisacaridos.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El manejo del colesteatoma de oido medio continua siendo quirdrgico, sin embargo, ha
evolucionado con el surgimiento de técnicas tales como la diseccion quimicamente asistida
con MESNA la cual ha mostrado ser efectiva tanto en modelos experimentales como en
estudios clinicos con humanos, facilitando su eliminacion y disminuyendo con ello las tasas
de enfermedad residual. Esto ha modificado el panorama en términos del prondstico, en
especial en poblacion pediatrica ya que en ella esta patologia se caracteriza por ser mas
agresiva y tener mayores tasas de recidiva.

Con los estudios publicados y expuestos previamente, es claro que el colesteatoma es una
patologia asociada a biopeliculas y que éstas al conferir resistencia y tolerancia
antimicrobiana, asi como cronicidad de la enfermedad, hacen de su manejo un reto para el
ciryjano. Las terapias alternativas que puedan tener un impacto en la estructura de la
biopelicula podrian aportar mejorias en el manejo y modificar el comportamiento clinico de
la enfermedad.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existen cambios en la estructura de la biopelicula del colesteatoma en nifios posterior a la
aplicacion del 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA)?

7. JUSTIFICACION

Existen pocos estudios publicados en la literatura que evaltien el efecto de terapias
alternativas dirigidas hacia las biopeliculas. Uno de ellos es el de Ansari y colaboradores™
quienes utilizaron ultrasonido pulsado a baja intensidad para el manejo de pacientes con
rinosinusitis cronica, una patologia asociada a biopeliculas. Ellos observaron mejoria clinica
significativa en los sujetos de estudio, sin embargo, dicha mejoria no fue correlacionada con
estudios histopatoldgicos ni microbioldgicos que documentaran cambios en la biopelicula.
Estudios como el de Chen y colaboradores®! han comprobado que el MESNA tiene un efecto
inhibitorio sobre la formacion de biopeliculas, al menos de forma experimental.

En la actualidad no existen atn estudios experimentales ni clinicos publicados que evaluen
los efectos del MESNA sobre las biopeliculas en el colesteatoma de oido medio, tanto en
poblacién adulta como pediatrica; de esta forma poder encontrar un farmaco que permita
alterar su estructura es alentador ya que no sélo plantea la posibilidad de mejorar su
eliminacion mecanica sino también modificar el microambiente de la misma pudiera
incrementar la sensibilidad a los antimicrobianos de las bacterias contenidas en ella.

8. HIPOTESIS

Existen cambios en la biopelicula del colesteatoma en nifios posterior a la aplicacion del 2-
mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) que pueden ser documentados mediante
microscopia electronica.
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9.

10.

OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios que ocurren en la biopelicula del colesteatoma de pacientes
pediatricos posterior a la aplicacion de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA).

9.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar mediante microscopia laser confocal los cambios que ocurren en la
biopelicula del colesteatoma de oido medio de pacientes pedidtricos obtenido en
cirugia otomastoidea, posterior a la aplicacion de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio
(MESNA) al 4% durante 10 minutos.

METODOLOGIA

10.1 LUGAR DE ESTUDIO

Servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez.

10.2 TIPO DE ESTUDIO

Cuasiexperimental.

10.3 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes pediatricos con diagndstico de otitis media crénica colesteatomatosa
operados de mastoidectomia primaria o de revision en el servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico Gomez entre enero 2016
y mayo 2017.
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10.4 CRITERIOS DE SELECCION

10.4.1 CRITERIOS DE INCLUSION

= Pacientes pediatricos con diagndstico clinico de otitis media crdnica
colesteatomatosa candidatos a cirugia otomastoidea primaria o de
revision.
= Contar con los siguientes estudios complementarios:
o Tomografia computada simple de hueso temporal y/o resonancia
magnética con difusion pesada.
o Estudio audiolégico menor a 6 meses.
= Sin historial de reacciones adversas o alergia al MESNA.

10.4.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

* Pacientes y/o padres que no aceptaron participar en el estudio.
= Expediente clinico incompleto al momento del estudio.

10.4.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

= Pacientes cuya muestra de colesteatoma sea insuficiente para su
procesamiento y estudio.

10.5 MUESTREO

Se realiz6 un muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

10.6 DESCRIPCION DEL ESTUDIO

= El grupo de estudio se conformd con pacientes con diagnostico clinico de otitis
media cronica colesteatomatosa y que cumpliendo los criterios de inclusion
estuvieron programados para mastoidectomia primaria o de revision.

= El dia del internamiento se tuvo una platica con el paciente y familiar responsable
para explicar los objetivos del protocolo de investigacion, la técnica quirurgica de
obtencion de muestras, riesgos y complicaciones; asi como para obtener el
consentimiento para participar en el estudio.
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El dia previo al evento quirurgico se solicitd la preparacion de la dilucion del
MESNA a una concentracion del 4%, el cual fue proporcionado por SAFE
Productos Hospitalarios S.A. de C.V.

Técnica quirtrgica:

©)

Paciente bajo anestesia general balanceada, antisepsia de la region
quirargica con solucién ChloraPrep.

Incision retroauricular, diseccion por planos hasta tejido muscular,
elevacion de colgajo de Palva para exponer region mastoidea.

Mastoidectomia primaria en oidos sin antecedente de cirugia otomastoidea
o bien, mastoidectomia de revision en aquéllos con cirugia otologica
previa.

Identificacion y toma de muestra basal del tejido de colesteatoma
colocandose en gasa con solucion salina isotonica al 0.9%.

Colocacion de dilucion de MESNA al 4% sobre el tejido de colesteatoma
durante 10 minutos para posteriormente realizar toma de muestra y
colocacion de la misma en gasa con solucion salina isotonica al 0.9%.

Realizacion de mastoidectomia para retiro del resto del colesteatoma con
técnica de muro alto o muro bajo de acuerdo a los hallazgos
transoperatorios.

Las muestras de colesteatoma basal y con MESNA fueron llevadas de
forma inmediata al Departamento de Patologia para su procesamiento, el
cual consistio en:

1. Colocacion de las muestras en Tissue Tek® (resina soluble en
agua que crea una matriz para permitir el corte de la muestra
en el criostato a temperaturas por debajo de los -10°C*).

2. Congelacion de las muestras a -20°C.

3. Obtencidon de cortes histologicos de 5 micras a -29°C mediante
el criostato marca LEICA CM 1850 UV y colocacion de los
mismos en portaobjetos tratados con poli-L-lisina.

Traslado de los cortes histologicos montados en portaobjetos al
Laboratorio de Infectologia, Area de Bacteriologia a una temperatura de
-20°C para ser preparados para su visualizacion en microscopio laser

confocal de la siguiente forma:

=  Doble lavado con solucion salina.
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* Adicién de 200 microlitros de solucion de tefiido (LIVE/DEAD
BacLight®) en condiciones de oscuridad.

= EL LIVE/DEAD BacLight® es un kit para evaluar la
viabilidad de poblaciones bacterianas en funcion de la
integridad de la membrana celular. Esta compuesto de 2
fluoréforos, SYTO®9 y yoduro de propidio.

» El yoduro de propidio es un colorante con fluorescencia
roja que se une al ADN exclusivamente de células con
membranas destruidas de tal forma que se utiliza para tefiir
bacterias muertas.

= EI SYTO®9 es un colorante con fluorescencia verde que
se une al ADN tanto de células vivas como muertas, sin
embargo, cuando se encuentra mezclado con el yoduro de
propidio se ve desplazado por éste, de tal forma que tife
unicamente aquellas células con membranas intactas
siendo marcador de bacterias vivas>*.

* Incubacion a temperatura ambiente por 20 minutos.

= Retiro de colorante y lavado con solucién salina.

» Adiciéon de 200 microlitros de formalina al 10% o
paraformaldehido al 4% para fijar la muestra durante 30 minutos a
4°C.

= Retiro del fijador y doble lavado con solucion salina.

= (Colocacion y fijacion del cubreobjetos.

o Traslado de los cortes histologicos tefiidos y fijados en los portaobjetos al
Laboratorio de Investigacion en Inmunologia y Protedmica para su
observacion con el microscopio laser confocal Leica TCS SP8-X,
tomandose fotografias para su analisis e interpretacion.

= A cada muestra se le asigné un numero de identificacion aleatorio;
asi mismo las observaciones y descripcion de los tejidos fue

realizada de forma ciega por personal capacitado para evitar con
ello una interpretacion sesgada.
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10.7 VARIABLES DE ESTUDIO Y ESCALAS DE MEDICION

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO
VARIABLE

DE

Biopelicula bacteriana
(variable dependiente)

Conglomerado  de
células que crecen
adheridas a una
superficie,
embebidas
matriz
de exopolisacaridos
con organizacion
estructural
tridimiensional y
funcional compleja.

€n una

Cambios en la
estructura de la
biopelicula
observados
microscopia
confocal

con
laser

Cualitativa nominal

Edad Tiempo de existencia | Tiempo de existencia | Cuantitativa discreta
(variable de una persona desde | de una persona desde
independiente) su nacimiento hasta | su nacimiento hasta

la actualidad el dia del estudio

expresada en afios

Género Conjunto de seres | Masculino o | Cualitativa
(variable que tienen uno o | femenino dicotémica
independiente) varios caracteres

comunes
Mastoidectomia Procedimiento Primaria 0 de | Cualitativa
(variable quirdrgico que | revision dicotomica
independiente) consiste en remover

el hueso cortical, asi
como las celdillas
mastoideas.
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10.8 PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd un analisis descriptivo con medidas de tendencia central para las variables
que asi lo permitieron mediante Excel version 16.0

10.9 CONSIDERACIONES ETICAS

La Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, en su Titulo
Segundo "De los Aspectos Eticos de la Investigaciéon en Seres Humanos", capitulo I,
articulo 14.V establece que la investigacion que se realice en seres humanos debera
contar con consentimiento informado del sujeto de investigacion o su representante
legal, por lo cual se solicité dicho documento a los pacientes y sus padres (Anexo).

11. RESULTADOS

12 pacientes cumplieron criterios de inclusion y 2 se eliminaron por contar con muestra
insuficiente, quedando un total de 10 pacientes.

Se utiliz6 como control sano una muestra de mucosa de mastoides de una paciente con
colocacion de implante coclear.

Del grupo de estudio, 8 pacientes fueron del sexo masculino y 2 del sexo femenino, con una
mediana de edad de 10 afios y un rango de 6 a 17 afios de edad.

En cuanto al tipo de procedimiento quirtrgico realizado, a 9 pacientes se les realizé cirugia
primaria y a 1 paciente mastoidectomia de revision.

En la Tabla 1 se describen los hallazgos observados mediante microscopia laser confocal de
las muestras de colesteatoma de oido medio tanto basales como posterior a la aplicacion de
MESNA a una dilucion del 4% durante 10 minutos. Dichos hallazgos se correlacionan con
las imagenes observadas en las Figuras 1 a 11, que fueron tomadas durante las observaciones
en el microscopio laser confocal.
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Tabla 1

# GENERO DATOS CLINICOS

PACIENTE

MASTOIDECTOMIA

1 11 Masculino = Cirugia primaria
2 7 Masculino  Cirugia primaria
Mastoidectomia

3 17  Femenino de revision.
Oido congénito
4 6 Femenino  Cirugia primaria
5 10 Masculino  Cirugia primaria

HALLAZGOS EN MICROSCOP{A LASER CONFOCAL

Fig. 1 (a-c)

a) Queratina compacta.

b) Biopelicula densa, intensa y
uniforme (fluorescencia verde).
c) Escasas bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 2 (a-c)

a) Tejido de queratina con
laminas compactas.

b) Biopelicula sobre las laminas
de queratina, con fluorescencia
intensa y uniforme.

¢) Escasas bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 3 (a-c)

a) Queratina densa y compacta.
b) Biopelicula que cubre a la
queratina con moderada
densidad.

c) Escasas bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 4 (a-c)

a) Laminas de queratina
compacta en la superficie y
parcialmente separadas en la
porcioén interna.

b) Biopelicula densa y
homogénea en la superficie del
tejido, bien organizada.

¢) Se observan bacterias muertas
(fluorescencia roja) sobre la
biopelicula.

Fig. 5 (a-¢)

a) Tejido de queratina uniforme,
organizado.

b) Biopelicula rodeando la
superficie del tejido de
queratina.

¢) No se observan bacterias
muertas.

CON MESNA AL 4% POR 10 MIN

Fig. 1 (d-f)

d) Laminas de queratina separadas.

¢) Disminuye la intensidad y densidad de
la fluorescencia (biopelicula disgregada).
f) No hay incremento en bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 2 (d-f)

d) Aspecto difuso de las laminas de
queratina.

e) Biopelicula con fluorescencia difusa, de
menor densidad e intensidad, con menor
cercania hacia las laminas de queratina.

f) No hay incremento de bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 3 (d-f)

d) Separacion y disgregacion de las
laminas de queratina.

e) Biopelicula con menor densidad, con
aspecto disgregado y difuso.

f) Sin incremento de bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 4 (d-f)

d) Tejido de queratina con importante
separacion de sus laminas.

e) Sobre la queratina se observan
importantes cambios en la densidad y
estructura de la biopelicula.

f) Sin incremento de bacterias muertas
(fluorescencia roja).

Fig. 5 (d-f)

d) Importante separacion del tejido de
queratina.

¢) Sobre las laminas separadas de
queratina, se observa la biopelicula
disgregada, con menor densidad y menos
uniforme.

f) Siguen sin observarse bacterias muertas.
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medio.
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Fig. 6 (a-c)

a) Tejido de queratina uniforme
y denso.

b) Biopelicula que recubre el
tejido de queratina con
fluorescencia intermedia,
uniforme.

¢) No se evidencia la presencia
de bacterias muertas en el tejido
o biopelicula

Fig. 7 (a-c)

a) Queratina muy compacta, de
morfologia uniforme.

b) Biopelicula que envuelve el
tejido.

¢) Sin evidencia de bacterias
muertas.

Fig. 8 (a-c)

a) Tejido de queratina muy
compacto y uniforme.

b) Biopelicula con densidad
heterogénea, recubriendo el
tejido subyacente.

¢) Importante fluorescencia roja
que indica la presencia de
bacterias muertas embebidas en
el tejido y biopelicula.

Fig. 9 (a-c)

a) Queratina poco densa y
organizada.

b) Biopelicula poco organizada
y con densidad disminuida.

¢) Escasas bacterias muertas
sobre el tejido.

Fig. 10 (a-c)

a) Queratina parcialmente
compacta.

b) Biopelicula en la superficie
del tejido, con densidad
heterogénea.

¢) Bacterias muertas inmersas
en la superficie tisular.

Fig. 11 (a-c)

Fig. 6 (d-f)

d) Laminas de queratina parcialmente
separadas.

e) La biopelicula muestra cambios
observandose menos densa y uniforme,
parcialmente disgregada.

f) No se observan bacterias muertas en el
tejido.

Fig. 7 (d-f)

d) Laminas de queratina en fases iniciales
de separacion.

e) La biopelicula muestra menor densidad,
pero atn se observa sobre el tejido
subyacente.

f) Continuan sin evidenciarse bacterias
muertas.

Fig. 8 (d-f)

d) Laminas de queratina en fases iniciales
de separacion.

¢) Disminuye la densidad de la biopelicula,
se observan areas disgregadas.

f) No se observa un aumento en la
fluorescencia roja por lo tanto no se
incrementaron las bacterias muertas.

Fig. 9 (d-f)

d) El tejido se observa muy disgregado y
poco uniforme.

e) Biopelicula casi inexistente, muy poco
densa.

f) Sin incremento en bacterias muertas.

Fig. 10 (d-f)

d) No se observan cambios significativos
en la separacion del tejido.

e) La biopelicula se observa con menor
densidad, difusa, disgregada.

f) Sin incremento en fluorescencia roja
(bacterias muertas).

a) El tejido de la mucosa se observa bien organizado y uniforme.
b) Sobre el tejido se observa la biopelicula organizada, con densidad

homogénea sobre la superficie.

¢) Entremezclada con la biopelicula se evidencian bacterias muertas.
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IMAGENES CAPTURADAS CON EL MICROSCOPIO LASER CONFOCAL
LEICA TCS SP8-X

Fig. 1 Colesteatoma de paciente #1.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c¢) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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Fig. 2 Colesteatoma de paciente #2.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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Fig. 3 Colesteatoma de paciente #3.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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Fig. 4 Colesteatoma de paciente #4.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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Fig. 5 Colesteatoma de paciente #5.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1,2 y 3.
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Fig. 6 Colesteatoma de paciente #6.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y ) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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Fig. 7 Colesteatoma de paciente #7.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1,2y 3.
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Fig. 8 Colesteatoma de paciente #8.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1,2y 3.
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Fig. 9 Colesteatoma de paciente #9.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1,2y 3.
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Fig. 10 Colesteatoma de paciente #10.
a), b) y ¢) Muestra basal. d), e) y f) Muestra con MESNA
a) y d) Canal 3 (campo claro). b) y e) Canal 1 (fluorescencia verde). c) y f) Imagen superpuesta de canales 1, 2y 3.
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Fig. 11 Control sano. Muestra de mucosa de oido medio obtenida durante cirugia de implante coclear.
a) Canal 3 (campo claro). b) Canal 1 (fluorescencia verde). c) Imagen superpuesta de canales 1, 2 y 3.
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12. DISCUSION

En este estudio encontramos que 80% de la poblaciéon muestra es del género masculino,
siendo compatible con lo publicado por diversos autores, quienes mencionan una relacion
hombre: mujer de hasta 6:1 en esta patologia.®>*

Del procedimiento quirtrgico, a 90% de la muestra se le realizd cirugia otomastoidea
primaria y s6lo 1 paciente tenia antecedente de cirugia previa. Esto puede explicarse ya que
el Hospital Infantil de México es un centro de referencia nacional de tal manera que cada afio
se recibe una gran cantidad de casos nuevos de colesteatoma.

El caso con cirugia previa correspondi6é a una paciente con diagndstico de sindrome de
microtia atresia; esta poblacion presenta una evolucion clinica diferente al resto porque existe
un mayor riesgo de reestenosis de los tejidos tanto blandos como 6seos que pueden favorecer
acumulacion de epitelio lo que incrementa el riesgo de recidiva del colesteatoma.3”-*8

En el 2016 en el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México se realizo
un estudio experimental en el que se demostraron cambios en la estructura del colesteatoma
posterior a la aplicacion de MESNA..!3

En nuestro estudio se observaron cambios similares en el tejido, tales como separacion de las
laminas de queratina; dichos cambios ocurrieron en el 100% de las muestras con lo cual se
demuestra nuevamente la utilidad del farmaco en la diseccion quimicamente asistida.

El microscopio laser confocal es una herramienta 1til para la observacion de biopeliculas en
diversos tipos de tejidos. El principio se basa en la utilizacion de sustancias llamadas
fluoréforos o fluorocromos, los cuales son compuestos que se unen a estructuras celulares
especificas de tal forma que, al ser expuestos al laser del microscopio, permiten la
identificacion de distintas moléculas celulares.*¢

En este estudio se utilizé un kit de viabilidad bacteriana llamado LIVE/DEAD BacLight®,
el cual emplea 2 fluoroforos; el primero es el SYTO®9, un compuesto que penetra y se une
al ADN de células con membranas integras, siendo util para identificar bacterias vivas. El
canal de fluorescencia del microscopio utilizado para este fin es el #1, mostrando las
estructuras bacterianas vivas con fluorescencia verde.

Los hallazgos en nuestro estudio permitieron demostrar que, en las muestras basales de
colesteatoma, este compuesto penetra en la estructura que lo rodea, la cual corresponde a la
biopelicula. La fluorescencia observada en las muestras fue intensa y uniforme.

Estos hallazgos contrastaron con lo observado en las muestras de colesteatoma tratadas con
MESNA; en ellas la fluorescencia de la estructura que rodea la queratina se observé de menor
intensidad, asi como de aspecto disgregado y difuso. Estos hallazgos, observados en el 100%
de las muestras, sugieren que el farmaco provoca disgregacion de la biopelicula, asi como
posible separacion de la misma del tejido subyacente.

El segundo fluoroforo utilizado es el yoduro de propidio, que al igual que el SYTO®9 penetra

y se une al ADN de las células, con la diferencia de que lo hace en aquéllas con membranas
destruidas de tal forma que ayuda a identificar bacterias muertas. El canal de fluorescencia
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del microscopio utilizado para este fin es el #2, mostrando las estructuras bacterianas muertas
con fluorescencia roja.

Los hallazgos observados con el microscopio confocal pudieron demostrar que posterior a la
aplicacion del MESNA sobre el colesteatoma, no hubo un incremento de la fluorescencia
roja, de tal forma que se deduce que este compuesto no rompe membranas ni tampoco
destruye células, es decir, no tiene propiedades bactericidas.

Las observaciones descritas previamente demuestran que el farmaco ademas de separar las
laminas de queratina provoca una disgregacion de la estructura de la biopelicula y su
separacion del tejido de colesteatoma subyacente. Esto representa un hallazgo
particularmente importante, ya que como lo propuso Bjarnsholt??, plantea posibles opciones
terapéuticas en concordancia con la hipdtesis de que las bacterias que conforman la
biopelicula pueden ser susceptibles al manejo antibidtico una vez que se consigue su
disolucion.

Los hallazgos del estudio cobran especial importancia si recordamos que las biopeliculas
bacterianas tienen un papel fundamental en la resistencia antimicrobiana, cronicidad,
recurrencia y agresividad de la enfermedad®, de tal forma que al demostrar que el MESNA
modifica su estructura y que ello pudiese incrementar su susceptibilidad al efecto de los
antibidticos, podriamos plantear la posibilidad de que también modifique el prondstico de la
enfermedad, especialmente en términos de recidiva de la misma.

Se utilizd6 como control sano una muestra de mucosa de oido medio de una paciente a quien
se le realizo colocacion de implante coclear, ya que al no tener patologia infecciosa activa ni
antecedentes de colesteatoma, se asumio6 que no existirian biopeliculas.

El hallazgo inesperado fue que en dicha muestra se identifico una estructura compatible con
biopeliculas rodeando el tejido de mucosa respiratoria; asi mismo se identificaron areas con
importante fluorescencia roja compatibles con formas bacterianas muertas.

Estas observaciones pudieran tener varias explicaciones. Una de ellas es que en este grupo
de edad son frecuentes los procesos infecciosos de vias respiratorias altas, y los pacientes
pediatricos en protocolo de implante coclear no son la excepcion, de tal forma que es factible
la presencia de estos conglomerados bacterianos en la mucosa del oido medio de dicha
poblacion.

Otra posible explicacion es que en este grupo etario (<5 afios) es comun encontrar
antecedentes de cuadros de otitis media con derrame; dicha patologia ha sido estudiada con
técnicas de biologia molecular siendo clara su asociacién con biopeliculas bacterianas.*

Este es el primer estudio experimental que se realiza a nivel nacional e internacional que

demuestra cambios en la biopelicula bacteriana del colesteatoma en poblacion pediatrica. A
nuestro conocimiento, tampoco existe un estudio similar en poblacion adulta.
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13. CONCLUSIONES

Los efectos del MESNA sobre la estructura del colesteatoma ya fueron demostrados por
diversos autores siendo propuesto como una medida coadyuvante a la cirugia para facilitar
su diseccion y con ello disminuir las tasas de enfermedad residual y recurrencia de la misma.

Las aportaciones de nuestro trabajo radican en que es el primer estudio experimental que
evalla y demuestra cambios en la estructura de la biopelicula bacteriana asociada al
colesteatoma con la aplicacion de MESNA. Dichos hallazgos permiten plantear el uso de este
farmaco como una medida coadyuvante al procedimiento quirdrgico, no sélo en términos de
diseccion quimicamente asistida, sino que al modificar la estructura de la biopelicula podria
incrementarse la susceptibilidad antimicrobiana y con ello se tendrian nuevas opciones
terapéuticas con antibioticoterapia. Esto pudiera tener un impacto positivo en términos del
prondstico de la enfermedad ya que potencialmente ayudaria a disminuir la recidiva de la
enfermedad.

14. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este es el primer estudio experimental que evalua cambios en la biopelicula del colesteatoma
en poblacion pediatrica posterior a la aplicacion de MESNA; de tal forma que los resultados
obtenidos no pueden ser comparados. Asi mismo tampoco existen estudios realizados en
poblacién adulta que sirvan de referencia.

A pesar de que la muestra fue de 10 pacientes, los hallazgos observados fueron similares y
uniformes en todas las muestras, por lo que consideramos que son representativos.

Un aspecto importante por mencionar es que las descripciones de los cambios de las
biopeliculas posterior a la aplicacion del farmaco se hicieron de forma cualitativa, lo cual
esta sujeto a la interpretacion.

Existen programas de computadora creados para el estudio cuantitativo de las caracteristicas
de las biopeliculas, sin embargo, estos programas aportan informacién precisa cuando estos
conglomerados bacterianos son producto de cultivos bacterianos puros. En este estudio las
muestras utilizadas estaban constituidas del tejido de queratina con la biopelicula
circundante, de tal manera que el programa no arroj6 datos cuantitativos concluyentes.
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17. ANEXO

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
Servicio de Otorrinolaringologia
Protocolo de investigacion: “Cambios en la biopelicula en la otitis media
cronica colesteatomatosa en nifios posterior a la aplicacion de 2-
mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA)”.
Carta de consentimiento informado

Les invitamos a participar en un estudio experimental en el cual se evaluaran los cambios
en la biopelicula bacteriana del tejido de colesteatoma posterior a la aplicacion de un
medicamento llamado MESNA.

La participacion en el estudio es totalmente voluntaria y no estan forzado a participar si asi
lo desean.

Les solicitamos lean la siguiente informacion. Si existiera alguna duda o pregunta informenlo
a la persona que les proporciond este documento.

Objetivo del estudio

El manejo del colesteatoma en nifios es dificil debido al comportamiento clinico agresivo y
a las elevadas tasas de recidiva del mismo. Estas caracteristicas han sido asociadas a la
presencia de biopeliculas bacterianas en el colesteatoma, por lo cual este trabajo pretende
evaluar si existen cambios en la biopelicula posterior a la aplicacién de un farmaco llamado
MESNA.

Responsables del estudio

El protocolo se esta llevando a cabo en el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital
Infantil de México Federico Gomez y cuenta con el apoyo de personal del servicio de
Patologia, asi como de investigadores de las areas de Biologia Intestinal y del Laboratorio de
Investigacion en Inmunologia y Protedomica.

Dentro del servicio de Otorrinolaringologia los responsables del estudio son el Jefe de
Servicio Dr. Carlos de la Torre Gonzélez y la Dra. Marisol Huante Guido, residente de 6to
ano de la subespecialidad. Puede contactarlos al teléfono 52289917 ext. 2033.

Toma de muestras

Durante la cirugia que se le realizard a su hijo(a) se tomara una primera muestra del tejido de
colesteatoma y posteriormente una segunda muestra después de la aplicacion del farmaco
MESNA, mismas que serdn procesadas para su evaluacion.
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La seguridad del farmaco aplicado dentro del oido ha sido comprobada en estudios
experimentales en seres humanos por lo cual no existen riesgos con su utilizacion.

Permanencia durante el estudio
Si usted decide retirarse del estudio puede hacerlo de forma libre en cualquier momento
durante el mismo y esto no afectara la atencion que seguira recibiendo en nuestra institucion.

Confidencialidad

La informacién obtenida se manejara de forma confidencial y no se compartira con ninguna
persona que no sea responsable de su cuidado médico o que no sea participante del protocolo
de investigacion. No se utilizaran nombres durante la generacion de resultados del estudio y
tampoco apareceran en los reportes derivados del mismo.

Es importante aclarar que no se ofrece ningiin pago a los participantes del estudio.

Entiendo y acepto que mi hijo(a) participe en el protocolo de investigacion.

Nombre y firma de la persona legalmente responsable Fecha

Testigo

Testigo

Testigo
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