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RESUMEN

Evaluacion del efecto de la CPVP, MC y PIRFE sobre la producciéon de
TGFB 1, 2 y 3 y depodsitos de colagena en un modelo de estenosis
traqueal en ratas con y sin traqueoplastia.

El tratamiento ideal de la estenosis traqueal (ET) es la traqueoplastia, pero no
evita la re-estenosis, por esto se ha combinado con moduladores de la
cicatrizacion (MDC) para disminuir la produccion de citocinas y factores de
crecimiento (TGF-B) que favorecen la fibrosis. El MDC mas utilizado es la
mitomicina C (MC), pero no evita la reestenosis, lo que justifica buscar MDC
que la eviten. Objetivo. Evaluar el efecto de la coldgeno polivinil-pirrolidona
(CPVP) subcutanea (SC), MC topica y pirfenidona PIRFE (VO) sobre la
produccion del TGF-B-1,2 y 3, depdsitos de colagena (DC) macroscopica y
microscopica en ratas con ET tratadas con y sin traqueoplastia. Material y
metédos. Cuarenta ratas con ET, se trataron Unicamente con MDC y con
traqueoplastia mas MDC: Grupo |: SSF via IM, Grupo IlI: traqueoplastia-SSF,
Grupo lll: CPVP SC, Grupo |V: traqueoplastia-CPVP, Grupo V: MC tdpica,
Grupo VI. Traqueoplastia-MC, Grupo VII: PIRFE VO, Grupo VI
Traqueoplastia-PIRFE. Se valor6 la presencia de ET, cicatrizacidon
macroscopica y microscopicamente, expresion de TGF- 1,2y 3y los DC. Los
grupos tratados con CPVP y PIRFE, no revirtieron la ET, pero si evitaron su
progresion. Ademas post- cirugia mostr6 menores cambios y mejor
cicatrizacion sin re-estenosis imagenoldgicos, macro y microscoépicos, y en la
expresion de TGF-B. Conclusién. La aplicacion SC de CPVP y PIRFE VO, no
revierten la estenosis traqueal, pero la detienen y cuando se utilizan en
combinacion con la traqueoplastia evitan la re-estenosis en un modelo

experimental de ET en ratas.

Palabras clave: Estenosis traqueal (ET), TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, deposicion
de colagena, pirfenidona (PIRFE), Colagena polivinil pirrolidona (CPVP).



INTRODUCCION.

Estenosis traqueal.

La estenosis traqueal (ET) se define como la reduccion anormal en el calibre de
la luz traqueal, ya sea por retraccién de una cicatriz o por depdsito de tejido
fibroso durante el proceso de cicatrizacion (1-3).

En el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas
(INER), el cual es un centro de referencia para estos pacientes, en el 2014 se
realizaron 231 procedimientos de via aérea (154 dilataciones laringeas y
traqueales, 40 plastias de traquea y bronquios, y 37 fibrobroncoscopias con
aplicaciéon de farmacos), para su tratamiento.

La ET puede presentarse después de una intubacién orotraqueal prolongada,
post-cirugia, traqueoscopias, infecciones o inflamacién crénica, son
consecuencia de una cicatriz patolégica en la que se presenta una fibrosis
desproporcionada de la mucosa de la luz tragueal que impide la circulacién de
aire en ambos sentidos y representan problema clinico grave que compromete
la vida de los pacientes (4).

Fisiopatolégicamente en una intubacion prolongada, causa mas frecuente de la
ET, se da posterior a una serie de pasos secuenciales los cuales inician con
una necrosis isquémica de la mucosa debido a la presion por el globo de la
canula endotraqueal. Posteriormente la mucosa se ulcera y en presencia de
bacterias la infeccién produce una pericondritis y una condritis con reabsorcién
cartilaginosa. Una vez iniciado el proceso de cicatrizacion inicia la formacién

submucosa de tejido fibroso asi como la contraccion cicatrizal (5).



Tipos de cicatrices patoldgicas.

La cicatrizacibn es un proceso de reparacion o0 regeneracion de un tejido
dafiado mediante una cicatriz o un tejido igual al existente previo a la lesion, la
cual involucra una cascada de eventos que requieren de interacciones
coordinadas entre las células, factores solubles, asi como de los componentes
de la matriz extracelular (MEC), y dependiendo de la eficiencia y control con el
que se realicen estos eventos, se producird una cicatriz normal o patoldgica, ya

sea deficiente o fibrotica (6,7)

Cicatrices deficientes.

La cicatrizacion deficiente o los retrasos en la cicatrizacion son consecuencia
de una inflamacion prolongada en el sitio de la lesién y se caracterizan por
tener insuficiente deposicién de matriz de tejido conectivo, excesiva produccion
de metaloproteinasas (MMPSs) e insuficiente angiogénesis (8,9). Las heridas
con cicatrizacion deficiente comparten varias caracteristicas bioquimicas como
el incremento de mediadores inflamatorios, MMPs, disminucion de la actividad
de los factores de crecimiento que hacen que en la herida se degrade el nuevo
tejido, asi como los factores de crecimiento y se transformen en heridas
cronicas, las cuales pueden permanecer por meses e incluso afios. En la
literatura se ha descrito que la expresion excesiva y durante demasiado tiempo
de la metaloproteinasa 9 (MMP-9) es un importante factor para que se
presente el retraso de la cicatrizacion (malacia o fistulas) debido a que degrada
factores de crecimiento, receptores y proteinas de la MEC que son esenciales

para la cicatrizaciéon (9-11).



Cicatrices fibréticas.

Las cicatrices fibréticas al igual que las deficientes, siempre estan precedidas
por una prolongacion o exageracion de la fase inflamatoria de la cicatrizacion o
una alteracion durante la contraccion o remodelacién (12). Se caracterizan
porque el tejido normal perdido se sustituye con una MEC en la que predomina
la colagena como resultado de una inflamacién prolongada o exagerada,
disminucién del factor de crecimiento transformante beta tres (TGF-B3),
incremento en la produccion de factor de crecimiento transformante beta 1
(TGF-B1) y factor de crecimiento transformante beta 2 (TGF-B2) (13,14).
Disminucion en la activaciéon de las MMPs de la MEC (principalmente la MMP-1
y MMP-9 que son importantes para la degradacion de proteinas de MEC
durante la fibrosis y se ha visto que intervienen en la repitelializacion de la via
aérea y cicatrizacion traqueal) y, ademas de cambios en la expresion de

fibronectina y elastina (6-8).

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B).

El TGF-B es un factor de crecimiento multifuncional con diversos efectos en
todo el cuerpo, el cual pertenece a una superfamilia de polipéptidos
extracelulares con ciertas caracteristicas estructurales comunes que regulan
diversos eventos en el desarrollo embrionario, la respuesta inmunolégica,
carcinogénesis, inflamacion, regeneracion tisular y la cicatrizacion en donde al
inicio atrae a los neutrdfilos, macrofagos y fibroblastos, posteriormente estimula
la angiogeénesis, fibroplasia y en las etapas finales esta involucrado en la

remodelacion de la MEC. Este factor modifica la sintesis y depdsito de



componentes extracelulares tales como fibronectina, proteoglicanos y algunas

formas de coldgena (15-18).

Isoformas del TGF-.

El TGF-B es sintetizado como una proteina de 390 aminoacidos y son los 112
residuos localizados en el extremo C-terminal los que constituyen la forma
madura. En estado inactivo, conocido como TGFf latente, se encuentra unido
al péptido asociado a la latencia (LAP).

Existen 5 isoformas de TGFf3; sin embargo en los mamiferos se han descrito
tres: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-33, las cuales residen en diferentes cromosomas
(19913, 1914 y 14924 respectivamente), sin embargo poseen 80% de
homologia en la secuencia de sus aminoacidos. Por otro lado, las isoformas 4 y
5 se han identificado en aves y anfibios (19).

La mayoria de las isoformas de un factor de crecimiento, surgen de la
duplicacién inicial de un gen ancestral y el gen duplicado codifica la misma
molécula, pero con el tiempo hay mutaciones de esa molécula, las cuales son
compatibles con las funciones celulares normales del factor de crecimiento,
pero pueden transmitir una caracteristica nueva en un tejido especifico o en un
contexto especifico, por ejemplo en la cicatrizacion de la herida (14).

Las moléculas que contienen la superfamilia del TGF3 son muy diferentes entre
si, pero entre los tres existe un punto en comun: el cual es el mecanismo de
sefalizacion a través de receptores transmembranales (20), denominados tipo
[, II'y lll. Cuando el TGF-B se une a su receptor, el receptor tipo Il fosforila al
receptor tipo I, formando diferentes complejos que llevan la sefial del TGF-3 al

nacleo celular (15,17) en donde interaccionan con los genes diana y producen



cambios en la transcripcion, lo cual desencadena proliferacion, diferenciacion, o
cualquier otra de las actividades desempefadas por el TGF-B. No obstante,
cualquier trastorno en la regulacién o en los mecanismos de sefializacién del
TGF-B puede ocasionar condiciones patolégicas como procesos fibroticos que
resultan de un exceso en la producciéon del mismo (17,20); mientras que la
reduccion en la sefalizaciéon del TGF-f se ha asociado a heridas cronicas o
gue no cicatrizan (15).

Como ya se menciono el TGF-B, tiene tres isoformas: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-
B3, los dos primeros (TGF-B 1 y TGF-B2) actian como profibrogénicos,
mientras que el TGF-B3 funciona como antiinflamatorio y antifibrético, asimismo
estos actlan en todas las etapas de la cicatrizacion de heridas, especialmente
en la fase proliferativa y de remodelacion (6,13,14,21-23), en la que se
convierte en una sefal critica, que actia como control maestro para la
regulacion de la actividad de los fibroblastos, ya que incrementa la transcripcién
de genes de colageno, proteoglicanos y fibronectina, lo que favorece el
aumento en la produccién global de proteinas de la MEC. La expresion del
TGF-B1 se da en células endoteliales, hematopoyéticas y células de tejido
conectivo, TGF-f2 en células epiteliales y células SNC, y el TGF-33
principalmente en células mesénquimales y son liberados al medio extracelular
por las plaguetas (17,24). Al mismo tiempo, el TGF- disminuye la produccién
de las MMPs encargadas de la degradacion de la MEC y estimula la
produccion de sus inhibidores (TIMPs) (6). Cuando existe un incremento
incontrolado de este factor de crecimiento en la produccién y/o activacion existe

una produccion excesiva de tejido conectivo (17).



Dentro del proceso de cicatrizacién actia de forma diferente dependiendo de la
fase de la misma; inicialmente atrae neutréfilos, macréfagos y fibroblastos,
mientras que en la fase final incrementa la sintesis y depdsito de fibronectina,
proteoglicanos y algunas formas de coldgena, interviniendo en la remodelaciéon
de la membrana extracelular (15,16-18). Las tres isoformas se encuentran
presentes en las heridas en proceso de cicatrizacion, inclusive en la etapa fetal,
donde se ha demostrado que difieren en sus niveles de expresion, duraciéon en
la herida y en su actividad bioldgica (15).

Hasta la fecha, no existe ningun tratamiento definitivo para prevenir o reducir
cualquier forma de cicatrices, pero diferentes grupos han estudiado la
manipulacion del TGF-B para la prevencion de la formacion de cicatrices
patologicas (14), ya que se ha demostrado que el tejido de las cicatrices
hipertroficas producen mas mRNA vy proteina para TGF-B1 que la piel normal y
fibroblastos derivados de piel normal, lo cual sugiere un papel del TGF-B1 en la
formacién de cicatrices hipertréficas. Asi mismo se ha demostrado que las
cicatrices hipertroficas presentan prolongaciéon en la expresion de los
receptores de TGFB comparado con tejido de piel normal, principalmente en la
fase inflamatoria de la cicatrizacion, lo cual se reduce en la fase de

remodelacion (15).

Caracteristicas de las cicatrices patoldgicas en traquea.

Aungue el proceso de la cicatrizacion de las heridas varia entre los diferentes
tipos de tejidos, hay mas similitudes que diferencias entre ellos. De esta forma
la cicatrizacion de la traguea y bronquios se divide en tres fases: inflamacion,

proliferacion y remodelacion, en las cuales se producen una serie de eventos



interrelacionados en los que las plaquetas, células inflamatorias, fibroblastos,
células epiteliales y endoteliales interactian para restaurar el tejido lesionado
(6,25,26).

En la trdquea y los bronquios, cuando se produce una cicatriz hipertréfica se
produce estenosis y la consecuente obstruccion al flujo de aire (26). Mientras
gue cuando se origina una cicatrizacién traqueal deficiente o retrasos en la
misma se produce una malacia o fistulas (27).

Como ya se menciono la ET es la disminucién de la luz traqueal producida por
una fibrosis, la cual impide el flujo de aire (1,3). Clinicamente la ET se
manifiesta con estridor, sibilancias, disnea, o una combinacién de éstas y
ademas de la evaluacion clinica, puede diagnosticarse radiograficamente, a

través de tomografia computarizada y por tragueoscopia (12).

Tipos de estenosis traqueales.

Las ET se pueden clasificar seguin su etiologia en congénitas y adquiridas ,
encontrandose dentro del segundo grupo la gran mayoria y a su vez
subdividiéndose éstas en; traumaticas (intubacion prolongada, traqueostomia,
trauma laringeo externo, posrradiacion, quemaduras endotraqueales térmicas o
guimicas, etc.), infecciosas (Escleroma respiratorio, Sifilis, Tuberculosis, Lepra,
Sarcoidosis, etc.), inflamatorias (Granulomatosis de Wegener, Policondritis
recidivante, Lupus eritematoso sistémico, etc.), neoplasicas (Papilomatosis,
Carcinoma, Linfoma, etc.) o idiopaticas (28).

Para su estudio se han desarrollado diversos sistemas de clasificacion los
cuales son de ayuda importante en el momento de decidir la opcion terapéutica

adecuada asi como en algunos casos su prondstico, como en el caso de la



clasificacion de McCaffrey para el nimero de pacientes que se lograran
decanular.

La clasificacibn de Myers-Cotton mide el porcentaje circunferencial de una
estenosis dividiéndola en; Grado | (0-50% de la luz traqueal), Grado Il (51-70%
de la luz traqueal), Grado Il (71-99% de la luz traqueal) y Grado IV (sin lumen
detectable) (29). Mientras que la clasificacion de MCaffrey las divide de
acuerdo al sitio afectado, asi como por su longitud en Grado | (subglética o
traqueal pura <lcm), Grado Il (subglética >1cm), Grado Il (subglética y
traqueal sin involucro de glotis) y Grado IV (estenosis con extension a glotis)

(30).

Tratamiento de las estenosis traqueales.

En la actualidad existen diferentes opciones terapéuticas para el manejo de las
ET, los cuales se individualizaran de acuerdo a la localizacion de la lesién,
gravedad del caso, tipo de estenosis, el mecanismo por el que se haya
producido y la presencia de comorbilidades. Para esto se han intentado
tratamientos médicos, endoscépicos y quirdrgicos, pero el abordaje de las
estenosis en este tipo de pacientes variara de acuerdo a la presencia de éstas
variables, junto con la experiencia del cirujano y el endoscopista, quienes
determinaran la opcién terapéutica mas adecuada. Sin embargo ninguna
opcién terapéutica ofrece un resultado adecuado del 100%, debido a que todas
pueden provocar dafio adicional a la mucosa aérea, lo cual predispone a la
aparicion de re-estenosis, por el desarrollo de un tejido de neoformaciéon de

caracter fibrético cicatricial (31-33).



Tratamiento médico.

Para este tipo de tratamientos generalmente se utiliza antibioticoterapia y
esteroides, pero se ha observado que no se consigue disminuir
significativamente la estenosis. Con esta opcidén terapéutica, los pacientes
mejoran con la disminucién del proceso inflamatorio agudo y del edema; por lo
gue el manejo médico solo esta indicado para la fase aguda de la estenosis 0

como complemento de los otros métodos terapéuticos (33).

Tratamientos endoscopicos de la estenosis traqueal.

En pacientes con severas comorbilidades o en pacientes con estenosis de tipo
simple, se ha reportado que los procedimientos endoscoOpicos pueden ser
curativos, sin embargo generalmente se utilizan como puente hacia la cirugia.
(32,34).

Los procedimientos endoscopicos mas empleados para el tratamiento de las
ET son la dilatacion mecanica con balén neumatico, la aplicacion de laser CO2

o0 NdYAG vy la colocacién de prétesis endoluminales (35).

Dilatacién endoscoOpica mecanica con globo.

La dilatacibn endoscopica realizada con globos, solamente ejercen fuerzas
radiales sobre el sitio lesionado para reducir al minimo el dafio mecanico en la
mucosa Yy esta permite tener un mejor control visual del procedimiento. Esta
indicada como ayuda a otras técnicas endoscopicas a distintos niveles de la via
aérea o de forma aislada ante estenosis simples, cortas, y que no obstruyen
por completo la luz de la via aérea (32). Esta técnica es util para el alivio

temporal de sintomatologia aguda. También como paso previo a la colocacion
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de una proétesis o empleo de laser. La complicacibn mas importante es la
rotura de la via aérea con riesgo de neumotérax, neumomediastino,

mediastinitis y sangrado.

Dilatacién endoscopica con laser.

La aplicacion de laser consiste en realizar cortes sobre el tejido fibrosado y es
atil para el tratamiento de lesiones pequefas, estrechas, de longitud craneo-
caudal reducida y esqueleto cartilaginoso estable, aunque su uso se ha
extendido y generalizado, presentando igualmente buenos resultados y bajo
riesgo ante lesiones mayores. Proporciona un elevado porcentaje de
decanulacion con un reducido tiempo operatorio y una estancia hospitalaria
baja. Esta se puede utilizar en combinacion para las ET en banda, realizando
cortes radiales con laser o con el cuchillo del electrocauterio a las 3, 9y 12’ del
campo antes de la dilatacion. En la literatura, también se ha descrito que el
tratamiento Optimo de las estenosis post-intubacién se realiza mediante la
aplicacion de incisiones radiales de laser con la ayuda asociada de dilataciones

con balén (32,33,36).

Dilatacién endoscoOpica mediante la colocacion de férulas.

La colocacion de férulas esta indicada en pacientes que no responden a la
dilatacion endoscoépica y a su vez no son candidatos para reseccion quirdrgica.
Sin embargo el uso de éstos no esta exento de sufrir complicaciones como la
presencia de migracion de la férula, infecciones y la re-estenosis como

consecuencia del propio proceso de reparacion y obstruccion de las férulas. Se
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debe mencionar que las férulas més utilizadas son los de silicén y los de nitinol,

los cuales estan cubiertos de poliuretano y son auto-expandibles (32,36).

Tratamientos quirurgicos

La cirugia abierta mediante la reseccion y anastomosis termino-terminal del
segmento afectado (traqueoplastia), desempefia un papel importante en el
tratamiento de las ET recurrentes y muchos autores lo consideran como el
método definitivo para solucionar este problema (32), ya que al utilizar
maniobras que permitan el descenso laringeo o la movilizacion del hilio
pulmonar permite resecar hasta el 50% de la traquea, lo cual en la préactica
puede dar solucién a la mayor parte de los casos. No obstante al igual que otro
tipo de cirugia, las traqueoplastias pueden presentar riesgos y complicaciones.
Los riesgos quirdrgicos dependen del estado del paciente (respiratorio,
cardiovascular y neurolégico) y de la extensiéon de la lesion. La mayoria de los
autores coinciden en que la cirugia no debe realizarse de forma apresuraday si
existe un compromiso respiratorio, debe realizarse primero una dilatacién
endoscodpica con globos, dilatadores o mediante el broncoscopio rigido, laser o
colocacion de un férula.

Las complicaciones méas frecuentes en la cirugia traqueal son hemorragia
grave, dehiscencia de sutura, malacia, formacion de granuloma a nivel de la
anastomosis y la re-estenosis (32,33). Esta Ultima se presenta porque este tipo
de lesiones cursan con una intensa respuesta inflamatoria tanto por la lesién
inicial de la via aérea como por el tratamiento posterior, que provoca la
formacion excesiva de tejido de granulacién y fibrosis, lo que ha hecho que en

los dltimos afios se haya intentado la combinacion de los procedimientos
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terapéuticos endoscépicos y quirdrgicos con los tratamientos médicos,
principalmente utilizando farmacos moduladores de la cicatrizacion (MDC),
para tratar de modular la respuesta inflamatoria del huésped a la lesion,
disminucién de la produccion de citocinas y factores de crecimiento
proinflamatorios, incrementar la de los no inflamatorios y regular la produccién
de colagena en el sitio de la herida para mejorar la cicatrizacion (31,37). Como
ya se menciono, hasta la fecha, no existe ninglin farmaco que prevenga o
reduzca cualquier forma de cicatriz, pero diferentes grupos han estudiado la
manipulacion farmacoldgica del TGF-B para la prevencion de la formacion de
cicatrices patologicas (14).

Dentro de los MDC probados en combinacion con los procedimientos
endoscoOpicos y quirdrgicos en trAquea, se encuentra la mitomicina C (MC)
tépica y se ha utilizado porque inhibe la actividad fibroblastica; sin embargo se
ha observado que en estudios realizados en humanos y animales, predisponen
a la acumulacion aguda de moco y costras persistentes, retrasa la
reepitelializacion traqueal y producen defectos en la revascularizacion de la
mucosa, lo cual bloquea el cierre de la herida y puede causar necrosis parcial
del cartilago y no evitan la estenosis, ni la re-estenosis (12,31). También se ha
utilizado la colagena polivinilpirrolidona (CPVP) con buenos resultados; sin
embargo este hay que aplicarlo semanalmente via intratraqueal por cuatro
semanas (3); por lo que hay que buscar nuevos MDC que no requieran de
procedimientos invasivos para su aplicacion , como la Pirfenidona (PIRFE) para

Su uso en esta patologia (38).
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Moduladores de la cicatrizacion.

Colageno polivinil-pirrolidona (CPVP).

La CPVP es un farmaco constituido de colageno porcino tipo | tratado con
rayos gamma y poilivinil-pirrrolidona, del cual se ha observado que la aplicacion
intralesional semanal (vida media del farmaco) previene la fibrosis, ya que tiene
actividad fibrinolitica y actia como remodelador de procesos fibrosos a través
de un mecanismo de equilibrio en los niveles de citocinas pro-inflamatorias y
fibrogénicas, asi como moléculas de adhesion, lo que disminuye el volumen de
la cicatriz, desaparece el infiltrado inflamatorio y restablece la arquitectura
normal de la cicatriz tratada con ésta (39-41). Ademas, su uso
postraqueoplastia disminuye la cantidad de colagena formada por gramo de
tejido traqueal en el sitio de la anastomosis y provoca que la consistencia del
tejido traqueal sea mas firme que la del tejido normal; sin embargo, para lograr

esto se requiere de 4 aplicaciones intratraqueales por traqueoscopia (3,42-44).

Pirfenidona (PIRFE).

La Pirfenidona (5-metil-1-fenil-2-[1H]-piridina) (PIRFE) es un farmaco que
aplicado via oral (VO), actia como antifibrético, antiinflamatorio y antioxidante,
que inhibe la sintesis de colageno gracias que bloquea la expresion de
citocinas como la IL-1 e IL-6 y factores de crecimiento como el TNF-a y TGF-f3,
con lo que bloguea las fibrosis patoldgicas. Su uso tanto experimental como
clinico ha mostrado buenos resultados en cicatrices fibréticas de piel (45, 46),
fibrosis pulmonar (47-49), cirrosis hepatica (50), fibrosis renal (51), pero su
utilidad en la estenosis y cicatrizacion tragueal posreseccion del segmento

afectado por la ET no se ha estudiado.
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Aungue en los modelos animales de cicatrizacién tragueal se ha reportado que
la aplicacion intratraqueal de 1 dosis por semana durante 4 semanas de CPVP
disminuye la cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal y
mejora la calidad de la cicatriz traqueal post-cirugia (3,42-44), en la clinica es
dificil someter a los pacientes a un procedimiento endoscopico cada semana
por lo que hay que buscar otra manera de aplicar el tratamiento y evaluar su
eficacia durante la ET, asi como post-cirugia y valorar su efecto sobre la
expresion de TGF-B 1, 2 y 3. En estudios realizados en humanos se han
reportado buenos resultados con el uso de CPVP subcutanea (SC) en
pacientes con artritis reumatoide (52) y con esclerodermia (53), por lo que
podria ser una opcion en las ET o post-cirugia traqueal. Por otro lado, también
se ha observado en modelos experimentales, que la PIRFE disminuye la
produccion de TGF-B1 y colagena formada por gramo de tejido en la
cicatrizacion traqueal, sin embargo no se ha estudiado su efecto sobre la
produccion del TGF-B 1,2 y 3 durante la ET.

Con base en lo anterior se puede pensar que la aplicacion subcutanea (SC) de
CPVP y de PIRFE (VO) disminuiran la inflamacion y regularan la produccion de
TGF-B 1, 2y 3, los depdsitos de colagena en un modelo de ET en ratas cony

sin traqueoplastia.

JUSTIFICACION

El INER ICV es un centro de referencia para el tratamiento de las estenosis
laringo-traqueales y en los ultimos afios se ha observado un incremento en el
namero de pacientes con esta patologia. La causa principal de este

padecimiento es una cicatrizacién patolégica en la que se presenta una
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inflamacion crénica que altera las interacciones celulares coordinadas que se
presentan durante esta y predispone a un trastorno en la expresion de factores
de crecimiento como el TGF-3, depdsitos excesivos de colagena y fibrosis en
el sitio de la lesién traqueal. En la literatura se ha reportado en diferentes
estudios experimentales de cicatrizacion traqueal, que la CPVP y la PIRFE
disminuyen la reaccién inflamatoria aguda y crénica; asi como la expresiéon de
TGF-B 1 y depdsitos de colagena. No obstante, aun no se ha reportado el
efecto de estos farmacos sobre la produccién del TGF-B2 y TGF-B3 y depdsitos
de colagena en un modelo de estenosis traqueal en ratas con y sin

traqueoplastia.

HIPOTESIS

La CPVP y la PIRFE son MDC que modifican la respuesta inflamatoria y
fibrosis; por lo que se puede pensar que al ser aplicadas durante la estenosis
traqueal y post-cirugia traqueal, disminuira la produccion del TGF-B 1y 2, asi
como los depdsitos de colagena e incrementara la produccién del TGF- 3 con
lo que revertira la estenosis y evitara la re-estenosis postquirdrgica en un

modelo de estenosis traqueal en ratas con y sin traqueoplastia.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la CPVP SC, MC tépica y PIRFE VO sobre la produccion
del TGF-B-1, TGF-B2, TGF-B3 y depodsitos de colagena macroscopica vy

microscoépica en un modelo de ET en ratas con y sin tragueoplastia.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el efecto del tratamiento CPVP (SC), MC tdpica y PIRFE (VO)
sobre la expresion del TGF-B 1, TGF-B2 y TGF-B3 en las estenosis y cicatriz
traqueal de ratas con ET traqueal y anastomosis termino-terminal post-

reseccion de un segmento traqueal cervical estenosado.

- Valorar el efecto del tratamiento CPVP (SC), MC tépica y PIRFE (VO) sobre
los depdsitos de colagena en la estenosis y cicatriz traqueal de ratas con
estenosis traqueal y anastomosis termino-terminal post-reseccion de un

segmento traqueal cervical estenosado.

- Evaluar el efecto del tratamiento CPVP (SC), MC tépica y PIRFE (VO) sobre
los cambios macroscoépicos y microscépicos que se producen en la estenosis y
en la cicatriz traqueal de ratas con estenosis traqueal y anastomosis termino-

terminal post-reseccion de un segmento traqueal cervical estenosado.

MATERIAL Y METODOS.

Se realizé un estudio experimental y longitudinal.

Animales de experimentacion.

En este estudio se utilizaron 40 ratas Wistar, clinicamente sanas de sexo y
edad indistinta, con un peso aproximado de 250 a 300 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 (54) y la Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals de los Estados Unidos (55).
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La muestra fue calculada para una poblacion finita con un intervalo de
confianza del 95% (33 ratas por grupo), pero como eran muchos animales y
las normas oficiales nacionales e internacionales para el uso y manejo de los
animales de laboratorio no permiten el uso excesivo de los mismos,
recomiendan que las investigaciones realizadas en animales se llevven a cabo
bajo la ley de las tre Rs (56), en la cual se reduce al minimo (para que se

alcancen diferencias estadisticas) la cantidad de sujetos experimentales.

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 quirdrgico.

Criterios de exclusion.
Los animales que hayan sido incluidos en otros protocolos de investigacion,

hayan sido sometidos a alguna cirugia o no sean de la misma cepa.

Criterios de eliminacién.
Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no fue

provocada por el procedimiento quirargico se eliminé.

Criterios de terminacion.
Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o crénico, de acuerdo
a los descrito por The Rat Grimace Scale o signos de enfermedad respiratoria

relacionada con el procedimiento y que no disminuyé con la aplicacién de
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medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica

utilizando pentobarbital sodico (57).

Grupos de estudio.

En todos los animales se produjo estenosis traqueal (ET). Unos animales de
experimentacion recibieron tratamiento farmacol6gico postproduccion de la ET
y otros recibieron tratamiento quirdrgico (traqueoplastia) mas farmacoldgico
segun su grupo de estudio

Grupo | (n=5): ET tratada con SSF via IM.

Grupo Il (n=5): Reseccion de cuatro anillos traqueales cervicales y
anastomosis termino-terminal del segmento resecado (traqueoplastia) con
aplicacion tépica extraluminal de solucion fisioldgica (SSF).

Grupo Il (n=5): ET tratada con 2.5/kg de CPVP subcutdnea por cuatro
semanas.

Grupo IV (n=5): Traqueoplastia mas aplicacion tépica extraluminal de 2.5 mg
de CPVP durante la cirugia.

Grupo V (n=5): ET con aplicacion topica extraluminal de 1.2 mg MC.

Grupo VI (n=5): Traqueoplastia mas aplicacion topica extraluminal de 1.2 mg
MC.

Grupo VIl (n=5): ET con administracion via oral de 40 mg/Kg/dia de PIRFE
durante 4 semanas.

Grupo VIl (n=5): Traqueoplastia con administracion via oral de 40 mg/Kg/dia

de PIRFE durante 4 semanas.
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Produccién de la estenosis

Todos los animales fueron sometidos a anestesia general con ketamina
(Anesket®, Pisa, Guadalajara, México) 120mg/kg/IP y xilazina (Rompun®,
Bayer, Leverkusen, Alemania) 5mg/kg/IP (58). 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
monitorizo la frecuencia cardiaca (FC) frecuencia respiratoria (FR) y saturacion
de oxigeno (SaO2) durante todo el procedimiento quirlrgico y hasta la
recuperacion anestésica.

Con el animal bajo anestesia general, se realizé una incision media en la regién
cervical ventral, se diseco por planos hasta llegar a la traguea, la cual fue
disecada en toda su circunferencia y se resecaron cuatro anillos, los cuales se
sumergieron en una solucion que contenia factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) a una concentracion de 5 pg/ml durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, el segmento resecado fue anastomosado en su sitio
original utilizando material de sutura no absorbible de 7-0 (Seda 7/0, Ethicon,
Sao Paulo, Brasil) y se procedi6 al cierre convencional (59).

Posteriormente al procedimiento quirdrgico para producir la ET, los animales
fueron valorados diariamente para observar su estado clinico. Ademas se les
realizaron rayos X antes de producir la estenosis y cada semana después de la
cirugia. También se llevaron a cabo tomografias computadas (TC) antes del
procedimiento quirdrgico y cada semana hasta el momento en el que se

desarroll6 la estenosis.
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Técnica quirdrgica de la reseccidon y anastomosis termino-terminal.

Una vez diagnosticada la estenosis, bajo anestesia general, se llevé a cabo
una incisién media en la regién cervical ventral, se disecé por planos hasta
llegar a la trAquea, la cual fue disecada en toda su circunferencia y se le
resecaron los anillos afectados por la ET, se aplicaron los tratamientos topicos
e inmediatamente se realizd la anastomosis término-terminal del sitio resecado
(tragueoplastia) 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 patrén de sutura continua (surgete continuo) y la
porcién cartilaginosa con puntos separados. Posteriormente se comprobd que
no existieran fugas en la anastomosis y se procedid con el cierre convencional
utilizando puntos simples de polidioxanona (PDS, Ethicon, New Jersey, USA)
calibre cuatro ceros (4-0) (Figura 1). El procedimiento quirargico se realizé con
técnica microquirdrgica utilizando un microscopio para estos fines (OMP 19-FC
Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, Alemania).

Al concluir los procedimientos quirargicos para producir la ET y la
traqueoplastia de tratamiento, a todas las ratas se les administré como
analgésico preoperatorio meglumina de flunixin (Napzin®, Pisa, México, DF,
México) 4 mg/kg/SC y enrofloxacina (Baytril®, Bayer, Leverkusen, Alemania) a

dosis de 5 mg/kg/SC como antibiético.
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Figura 1. Se observa la tecnica quirdrgica utilizada para la produccion dela ET y

la traqueoplastia

Tratamiento.

En los grupos II, IV y VI, VIl el tratamiento se aplico directamente sobre la
trAdquea estenosada y bordes de la reseccion (antes de llevar a cabo la
anastomosis) durante el procedimiento quirargico. En el grupo de MC, después
de resecar el segmento estenosado, se aplico topicamente el farmaco por cinco
minutos, al concluir este tiempo la trdquea fue lavada con SSF (60). En el
grupo I, se instilaron 0.5 ml de SSF. En los grupos lll y IV, las ratas recibieron
2.5 mg de CPVP (dosis utilizada para los problemas de piel, tendones y
experimentalmente en estenosis traqueales cronicas) (Figura 1K) (3), ademas
se les aplico semanalmente la misma dosis pero via SC. Mientras que en los
grupos V y VI se aplicaron 1.2 mg de MC (dosis utilizadas para las estenosis
traqueales) (60). Las ratas de los grupos VIl y VIl recibieron cada 24 horas 40

mg/kg de peso de PIRFE via oral (Figura 1M) (38).
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Evaluacion.

El estudio tuvo una duracion de 28 dias, después de que se produjo la
estenosis y fueran tratados farmacoldgicamente o se hayan sometido a la
tragueoplastia y tratamiento farmacoldgico, durante este tiempo se sometieron
a evaluacion clinica, radiol6gica, tomografica, macroscopica, mediciéon del
tamafio de la circunferencia de la luz traqueal, microscépica, determinacion de
colagena formada por gramo de tejido, asi como evaluacién de la produccién

de los 3 TGF- s mediante inmunohistoquimica.

Clinica.

Se realizo diariamente durante la primera semana post-cirugia y cada semana
el tiempo restante del estudio. Durante este tiempo se evalué la presencia de
estridor, disnea, estado de la herida quirargica (inflamacién, infeccién,
dehiscencia, formacion de enfisema subcutaneo) y signos de dolor de acuerdo
a los criterios establecidos por The Rat Grimace Scale y que se basan en los

cambios en la expresion de la cara (57).

Radioldgica.

A todos los animales se les realiz6 rayos X laterales de cuello para evaluar la
continuidad de la traquea. Estos se llevaron a cabo antes de producir la
estenosis y cada semana después que esta se produjera, asi como después de

la traqueoplastia.
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Tomografia computada (TC).

Se llevaron cortes axiales y coronales de la regién cervical de todos los
animales sometidos al estudio. Estas se realizaron antes de la produccién de la
estenosis, cada semana hasta que se produjo la ET y cada semana después

de haber realizado los tratamientos.

Macroscopica.

Al concluir el estudio todos los animales fueron sometidos a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sodico (150mg/kg/IP) (Anestesal, Pfizer S.A. de
C.V. Guadalajara, México) (54), se extrajo el segmento anastomosado o el sitio
en el que se produjo la ET y se evalu6 el tamafio de la circunferencia de la luz
traqueal, asi como la cicatrizacion de la anastomosis, presencia de
dehiscencia, infeccién y la formacién de fistulas.

Después de realizar esto el segmento resecado se incidi6 por la parte
membranosa de la traquea para evaluar la cicatrizacion de la mucosa y el
estado de la luz traqueal. De este tejido obtenido, una porcion de la parte
membranosa de la traguea se utilizo para la cuantificacién bioquimica de la
colagena formada en la cicatriz traqueal y el restante para estudio histoldgico e

inmunohistoquimico para determinar la expresién del TGF-f 1,2y 3.

Tamafo de la circunferencia de la luz traqueal

Una vez extraido el segmento traqueal anastomosado, el cual incluia un anillo
proximal y uno distal, se evalu6 morfométricamente la circunferencia de la luz
traqueal post-cirugia y se compar6 con la luz de los anillos retirados durante la

tragueoplastia para obtener el grado de estenosis post-cirugia.
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El grado de estenosis se evalud utilizando la escala de Freitag et al. (61), la
cual se basa en el porcentaje de severidad de disminucion de la luz traqueal:
Grado 0= sin estenosis, Grado 1= <25%; Grado 2= 25-50%; Grado 3= 50-75%;
Grado 4= 75-90% y Grado 5= estenosis del 100%. Después de realizar esto, el
segmento resecado se incidié por la parte membranosa de la traquea para
evaluar la cicatrizacién de la mucosa tragueal. De este tejido obtenido, una
porcibn de la parte membranosa de la trdqguea fue designada para la
cuantificacion bioguimica de la colagena formada en la cicatriz traqueal y el
restante para estudio histologico e inmunohistoquimico para determinar la

expresion del TGF-1, 2y 3.

Microscopica.

Para la evaluacién microscépica las muestras tomadas de los sitios de la zona
de la ET y de la anastomosis se fijaron en formaldehido al 10% y a las 24 horas
se incluyeron en parafina, posteriormente se les realizd cortes de 4u y se
tiferon con hematoxilina-eosina, asi como tricromica de Massoén y se les evalu6
la presencia de fibrosis, forma y distribucion de la fibras de colagena, grado de
inflamacion y neovascularizacion. La evaluacién de éstos se realiz6 en toda la
circunferencia de la muestra mediante una escala semicuantitativa descrita por
Veiga (62), en la cual a cada pardmetro evaluado se le asigné 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%).
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Determinacion bioquimica de la deposicion de colagena en la cicatriz
postragueoplastia.

La determinacion de la deposicion de colagena en la cicatriz traqueal se realizé
mediante el ensayo de Sircol (63). Una vez colectadas las muestras de la
anastomosis traqueal fueron congeladas y se determind la concentracion de
proteinas totales utilizando el micro método de Lowry y los lisados se
analizaron utilizando el Kit Sircol™ (Sircol Kit Pack Standard Assay Kit Product
Code: S1000, Biocolor, UK), para esto las muestras de proteina se colocaron
en tubos Eppendorf de 1.5 ml (Eppendorf Protein LoBind Tubes, Sigma-
Aldrich), se les agregd 1 ml de reactivo del colorante Sircol y se dejaron en
agitacion constante por 30 minutos, para favorecer la unién de la colagena al
colorante, posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C.
El sobrenadante se elimind y el pellet obtenido se lavd con 750 pl de reactivo
de lavado acido-salino (dilucion 1:4, agua desionizada) para eliminar el
excedente de colorante. Las muestras se centrifugaron nuevamente por 10
minutos a 12000 rpm a 4°C, se elimino el sobrenadante y el pellet fue secado
completamente para ser re-suspendido en 250 pul de reactivo alcalino y se
agitaron por 5 minutos utilizando un Vortex (Velp Scientific, F202A0175,) para
mezclar el sedimento de colageno unido colorante. Después 200 pl de cada
muestra fueron colocados en una microplaca Nunc-Immuno MaxiSorp™
(Sigma-Aldrich, M5785 New Jersey, USA) y se llevé a cabo la lectura de la
deposicion de la colagena, a una longitud de onda de 555 nm con un

espectrofotometro Epoch (Bio-teck Instruments, Winooski, USA).
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Determinacion de la produccién de TGF-B 1,2 y 3 mediante
inmunohistoquimica.

La determinacion de la expresion in situ del TGF-B1 en la cicatriz traqueal se
llevd 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 de recuperaciéon de antigenos con buffer de citratos pH 6, el
antigeno se recuper6 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 peroxido de hidrégeno al 30% (J.T.
Baker, Méx.) diluido (1:9 en H,O desionizada) durante 15 minutos y se lavo
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 TGF-B1 (Abcamab25121, 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 procedi6 a la incubacién
con el segundo anticuerpo biotilinado universal (Vectastain Universal Quick Kit,

Burlingame,CA) 10 minutos, se lavé al final en tres tiempos de cinco minutos,

27



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 describié, se
utilizé 3,3"Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA) como revelador
durante cinco minutos, para virar el contraste se utilizé una solucién 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 agreg6 anticuerpo primario.

La cuantificacion de la expresion del TGF-$1,2 y3 fue realizada con el software
Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/), desarrollado por el National Institute of
Health (NIH) y el plugin IHC Profiler. Para esto se tomaron imagenes de
microscopia en formato digital, a través de un microscopio, una camara
fotogréfica digital (Hitachi digital), una computadora y el software necesario
para capturar las imagenes. Todas las fotografias se tomaron a la vez
utilizando el mismo objetivo y el mismo tiempo de exposicion. Una vez que se
obtuvieron las imagenes se cuantificd el area positiva de acuerdo a lo descrito
por Varghese et al. (64) y se reporta la intensidad de la tincion del TGF-1, 2 y

3 en pixeles.

Andlisis estadistico.

El analisis estadistico de los hallazgos no paramétricos se llevé a cabo con la
prueba de Kruskall-Wallis; mientras que los datos paramétricos, se realiz
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 quirdrgico para la
produccion de la ET.

Una vez producida la ET y que se realiz6 la traqueoplastia para resecar el
segmento anastomosado también todos los animales sobrevivieron al
procedimiento quirdrgico, pero no al tiempo de estudio establecido, debido a
gue mostraron signos de insuficiencia respiratoria y fueron sometidos a
eutanasia. Dos animales del grupo | (SSF) fallecieron en la segunda semana
post-cirugia, 1 del grupo IV (Traqueoplastia mas CPVP) y 2 del grupo VI
(Traqueoplastia mas MC) concluyeron su estudio en la tercera semana
posterior al procedimiento quirdrgico (Cuadro 1). Sin embargo al comparar
entre grupos, no se observé ninguna diferencia estadistica (p > 0.05, Chi

cuadrada).

Sobrevida en los grupos sometidos a resecciéon y
anastomosis termino-terminal de la ET y tratamiento
farmacolégico
Grupos de estudio Animales que
completaron el
estudio
[l
Traqueoplastia + SSF 3
v
Traqueoplastia + CPVP 4
VI
Traqueoplastia + MC 3
VI
Traqueoplastia + PIRFE 5
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Cuadro 1. Muestra el numero de animales que sobrevivieron, en los grupos en
los que se trato la ET mediante traqueoplastia combinada con el tratamiento

médico.

Hallazgos clinicos

En todos los casos la herida quirtrgica se encontré bien cicatrizada al concluir
la ler semana post-cirugia cuando se operaron para producir la ET; sin
embargo después de realizar la traqueoplastia para tratar la ET, en los
animales tratados con MC esta se observé con inflamacion severa, durante las
2 primeras semanas post-quirdrgicas.

En todos los animales la ET traqueal se produjo hasta la cuarta semana post-
quirurgica, la cual fue confirmada por los estudios clinicos e imagenoldgicos,
pero en todos los casos se observé presencia de estridor, en el 40% de los
casos en la segunda semana post-cirugia y en el 60% de los animales al
concluir la tercera semana.

En los animales del grupo I, los 5 animales tuvieron que ser sometidos a
eutanasia al concluir la primera semana después de haberse diagnosticado la
ET y haberse iniciado con el tratamiento por mostrar disnea severa.

En el grupo I, dos animales del grupo | (SSF) mostraron estridor en la primera
semana post-quirdrgica y disnea severa en la tercera semana post-cirugia por
lo que tuvieron que ser sometidos a eutanasia.

En los animales tratados con traqueoplastia mas CPVP (grupo V), 1 animal

mostro estridor severo al concluir la primera semana post-cirugia y disnea
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severa al concluir la segunda, el resto de los animales del grupo tuvieron una
evolucion clinica sin complicaciones.

En el grupo VI (Traqueoplastia mas MC), 2 animales presentaron estridor
severo en la segunda semana después de la cirugia y disnea severa en la
tercera semana, los animales restantes no mostraron este signo.

Los animales del grupo VIII, presentaron una evolucion clinica sin complicacion

alguna.

Hallazgos radiograficos y tomograficos.

Todos los animales mostraron disminucion de la luz traqueal a partir de la
segunda semana de haberse producido el ET, sin embargo después de aplicar
los tratamientos, los animales sometidos a cirugia y tratamiento médico con

CPVP y PIRFE presentaron menor grado de estenosis (Figura 2).

H
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Figura 2. Tomografia que muestra la estenosis traqueal previa a la aplicacion

del tratamiento.
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Hallazgos macroscopicos

Macroscopicamente, los animales desarrollaron varios grados de ET, desde
leve hasta severa en forma de reloj de arena y recibieron su tratamiento.

En el grupo |, después de aplicar el tratamiento todos los animales mostraron
estenosis en reloj de arena (Figura 3). De los grupos con ET, solamente
tratados farmacologicamente en ninguno se revirtid, sin embargo en los de los
grupos IV y VIII se mantuvo similar a la diagnosticada. Después de la cirugia
combinada con el tratamiento médico, los grupos de CPVP y PIRFE

desarrollaron menos ET.

Figura 3. Se observa la estenosis traqueal en forma de reloj de arena,

desarrollada al final del estudio por un animal tratado con SSF.

En los animales que fueron sometidos a traqueoplastia mas tratamiento
médico, en ningun caso se presentd necrosis, infeccion, dehiscencia de la
anastomosis o fistulas. La anastomosis se observé bien cicatrizada en todos
los casos, pero en los animales que no concluyeron su estudio del grupo II, IV y
VI la cicatriz de la anastomosis se observo fibrética y con disminucién de la luz

traqueal mayor al 50%.
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Hallazgos morfométricos

Al valorar morfométricamente el tamafio de la luz traqueal pre y postcirugia, se
observé que en todos los grupos disminuy6 el tamafio de esta después de
producir la ET. En los grupos que recibieron el tratamiento médico el tamafio de
esta fue similar al de la ET. Mientras que en los grupos que fueron sometidos a
cirugia y tratamiento médico, los grupo IV y VIII (CPVP y PIRFE,
respectivamente) mantuvieron valores similares a los basales, pero los tratados
con SSF y MC la luz disminuy6é de manera significativa en comparacion con la
luz de los anillos controles. Al comparar entre grupos todos los animales que
recibieron tratamiento meédico, presentaron mayor disminucion de la luz

traqueal que los grupos IV y VIII (Figura 4).

Figura 4. A) Estenosis traqueal sin tratamiento, B) ET del grupos | al final del
estudio, C) ET del grupo Il al final del estudio, D) Luz traqueal en el grupo
tratado con traqueoplastia y CPVP, E) Traqueoplastia con MC, y F)

Traqueoplastia con PIRFE. Muestra la cicatrizacion
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Hallazgos microscépicos.

Microscopicamente todos los anillos controles mostraron apariencia normal.
Los anillos estenosados se observaron con fibrosis e inflamacion de moderada
a severa. En los grupos que solo recibieron tratamiento médico, los grupos | y
V, la presencia de estos hallazgos fue severa; mientras que en los grupos Il y
VIl estos a fibrosis e inflamacién fue moderada. Después de la traqueoplastia,
todos los grupos presentaron pérdida parcial del epitelio, ademas todos los
animales del grupo I, uno del grupo VIl desarrollaron hiperplasia del mismo.

Al valorar el grado de fibrosis, los animales de los grupos | y V desarrollaron
fibrosis severa, con fibras de colagena desorganizadas y gruesas; mientras que
en los grupos lll y VII estos hallazgos fueron moderados, pero las fibras de
colagena se observaron delgadas. Los hallazgos observados después de la
traqueoplastia revelaron que los animales tratados con SSF presentaron
fibrosis severa con fibras desorganizadas y gruesas, los de MC desarrollaron
fibrosis moderada con fibras delgadas desorganizadas; mientras que los
tratados con CPVP y PIRFE mostraron fibrosis leve con fibras de colagena
deldadas y organizadas. Al valorar la inflamacion post-quirtrgica el grupo i
mostré inflamacion de moderada a severa, el grupo IV inflamacion de leve a
moderada; mientras el grupo VI desarrollo inflamacion moderada y el grupo VIII
inflamacion leve. En todos los grupos, las células inflamatorias que
predominaron fueron los linfocitos, pero la presencia de estos fue mayor en los

animales tratados con SSF y MC.
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Hallazgos bioquimicos

Al evaluar la cantidad de colagena formada por miligramo de tejido post-
estenosis traqueal y post-traqueoplastia, se observdO que en todos hay
deposicion de colagena; pero la producida en los grupos con ET fue mayor que
en los que recibieron tratamiento quirdrgico combinado con algun modulador de
la cicatrizacién. Sin embargo la cantidad en los grupos IV, VI y VIII fue similar a

la de los anillos sanos.

Hallazgos inmunohistoquimicos

Al valorar la expresion del TGF-B1 y 2 por inmunohistoquimica se observé que
éste se expresa en todos los grupos, pero su expresion fue mayor en los
grupos que solo recibieron tratamiento médico que en los que se les realizo

traqueoplastia.

DISCUSION.

En la actualidad existen diferentes opciones terapéuticas para el manejo de la
estenosis laringotraqueal, los cuales se individualizaran de acuerdo a la
localizacion de la lesién, gravedad del caso, tipo de estenosis, el mecanismo
por el que se haya producido y la presencia de comorbilidades. Sin embargo la
reseccion y anastomosis termino terminal del segmento traqueal estenosado se
ha empleado como el tratamiento curativo en la mayoria de los casos, pero el
hecho de que este tipo de lesiones curse con una intensa respuesta
inflamatoria tanto por la lesion inicial de la via aérea como por el tratamiento
quirargico provoca la formacion excesiva de tejido de granulacion, fibrosis y re-

estenosis traqueal, ha estimulado que en los ultimos afios se hayan intentado
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aplicar procedimientos alternativos centrados en modular la respuesta
inflamatoria y la produccion de factores de crecimiento como el TGF-B,
depdsitos de colagena y citocinas pro-inflamatorias del huésped a la lesién
inicial. El farmaco mas utilizado para esto es la MC debido a su accién
inhibitoria de la actividad fibroblastica, no obstante hay resultados muy variados
acerca de su eficacia y no evita la re-estenosis; por lo que se ha intentado el
uso de factores de crecimiento (31-33,65) y otros farmacos moduladores de la
cicatrizacion para evitar la re-estenosis como la CPVP, asi como la PIRFE.
Estos farmacos han mostrado buenos resultados en modelos de cicatrizacion
traqueal en animales, pero el primero requiere de 4 aplicaciones intratraqueales
por traqueoscopia y ademas ninguno se ha probado en un modelo de estenosis
traqueal. Por esta razdn el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
CPVP SC, MC tépica y PIRFE VO sobre la produccion del TGF-p-1, TGF-32,
TGF-B3 y depdsitos de colagena macroscépica y microscopica en un modelo
de ET en ratas con y sin traqueoplastia.

Todos los animales desarrollaron ET, debido a que el factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF), probablemente al quedarse en el tejido traqueal,
estimule una excesiva angiogénesis, hiperpermeabilidad vascular y estimule la
produccion de factores de crecimiento como el TGF-f1 y 2, asi como
prolongacion de la fase inflamatoria de la cicatrizacién y fibrosis, como lo
describié Revilla et al (59). Cabe mencionar que en nuestro modelo el
segmento traqueal re-anastomosado se mantuvo sumergido en el VEGF por
30 minutos.

Clinicamente, la presencia de estridor observada en todos los grupos de

estudio durante la segunda y tercera semana después de haber producido la
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ET y post-traqueoplastia fue porque el procedimiento quirdrgico ocasiono una
lesion, la cual estimulo la presencia de inflamacion como mecanismo de
defensa y su consecuente presencia de células y mediadores que eliminan los
cuerpos extrafios, bacterias, tejido dafiado o degradan la MEC, que a su vez
ocasionaron el incremento en el grosor de la mucosa traqueal que al paso del
aire ocasiono la presencia de este signo (6,26). Mientras que la disnea severa
observada en los animales que no concluyeron su tiempo de estudio fue
ocasionada porgue la inflamacién prolongada ocasiono la fibrosis del sitio
quirargico y la obstruccién al paso de aire (66).

Por otro lado, en el grupo VI, la permanencia del estridor por 3 semanas fue
debida a que la MC no tiene efecto antiinflamatorio e incluso a los 2 meses de
su aplicacion, causa irritacién del sitio lesionado, acumulacién de detritus
fibrinoides y tejido de granulacion como lo describié Silva (12) al estudiar los
efectos de la MC clinica y experimentalmente en la cicatrizacion traqueal.

Con respecto a los animales de los grupos IV y VIII que no presentaron
estridor, fue debido a que la CPVP y la PIRFE mostraron su efecto anti-
inflamatorio y coincide con lo descrito por otros autores que han estudiado el
efecto de este farmaco en modelos animales de cicatrizacion traqueal sobre la
cicatrizacion traqueal y han observado lo mismo (3,38).

Los hallazgos radiol6gicos, tomograficos, macroscopicos y morfométricos
confirmaron que el VEGF si produce ET como lo han reportado otros autores
(59,67); sin embargo no concuerdan con lo reportado por Dodge et al que
aplicaron de manera topica el VEGF en cortes de 6 anillos tragueales y
observaron gue estos cicatrizan bien sin que se produzca ET (68). En todos los

casos de los animales tratados solo medicamente, la ET no se revirtio, pero en

37



los tratados con CPVP y PIRFE se mantuvo y no evoluciono probablemente
porque ambos medicamentos ejercieron sus efectos antiinflamatorios y evitaron
la progresion de la fibrosis como se ha observado en los estudios de piel
(39,41) y artritis reumatoide (69), asi como en los fibrosis pulmonar y hepatica
(38,50,70). Por otro lado, en los grupos | y V la ET se observdO mas severa
porque, ninguno de los dos medicamentos tiene efectos antiinflamatorios y el
proceso de cicatrizacidn siguioé su curso normal.

La mayor disminucion de la luz traqueal tanto en los grupos de ET tratada
medicamente como en los de tratamiento combinado en los grupos tratados
con SSF y MC probablemente fue originada porque como ya se menciono
ninguno de los 2 compuestos tiene propiedades antiinflamatorias, favorecen
gue prevalezca la inflamacién y por lo tanto la acumulacion de tejido cicatrizal
inmaduro en el sitio de la anastomosis que hace se reduzca la luz del érgano y
coincide con lo observado por otros autores han estudiado las complicaciones
provocadas por la aplicaciébn topica de MC en las lesiones tragueales
(12,60,71). Mientras que en los grupos IV y VIII, la mejor cicatrizacion se pudo
haber presentado porque ambos farmacos tienen actividad fibrinolitica
(4,39,41). Estos hallazgos concuerdan con lo observado en otros trabajos en
los que se utilizé la CPVP y la MC como moduladores de la cicatrizacion
traqueal en perros (3) y también coinciden con lo observado por Zhou et al. (72)
quienes en un modelo murino de trasplante heterotépico traqueal observaron
gue los animales tratados con PIRFE desarrollaron menor fibrosis luminal.
Histologicamente los anillos estenosados presentaron mas fibrosis e
inflamacion porque el VEGF promueve una sobrerregulacion de varias

moléculas de adhesion celular del endotelio, quimio-atraccion de monocitos y
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macrofagos que favorecen el infiltrado leucocitario y porque, ademas,
incrementa la permeabilidad de vasos linfaticos (que en condiciones fisioldgicas
estdn colapsados) que facilitan el transporte linfatico hacia la matriz

extracelular, retraso en el alivio del edema y de la inflamacion (67,73).

Por otro lado el mayor desarrollo de fibrosis y mala organizacion de las fibras
de colagena en los animales que recibieron el tratamiento médico como el
combinado con SSF y MC, posiblemente fue originado porque no tienen
propiedades antifibroticas y ademas la aplicacion de la MC ocasiona irritacion
del sitio lesionado e inflamacion prolongada que favorece la fibrosis como lo
han descrito varios autores que han estudiado los cambios histopatologicos
ocasionados por la MC en oido (74), mucosa mastoidea (75), ojo (76) y traquea
(77).

La fibrosis moderada y mejor organizacion de las fibras de colagena observada
en los grupos Il y VII se ocasiono tanto la CPVP como la PIRFE inhibicién de
las citocinas proinflamatorias y profibrogénicas como lo hacen estos farmacos,
evitan la fibrosis, promueven la formacion de fibras de colagena organizadas

como en los tejidos normales (41,78).

Con respecto a los depdsitos de colagena en el tejido cicatrizal y la expresion
del TGF-B 1 y 2 post-estenosis traqueal fue mayor que post-tragueoplastia
combinado con algin modulador de la cicatrizacion, posiblemente porque
provoca cambios en el metabolismo celular y disminuye la produccién de
citocinas proinflamatorias, asi como profibrogénicas (79) y en estudios de piel
con cicatrices hipertroficas y en esclerodermia se ha observado que la
expresion in situ de TGF-B1 por inmunohistoquimica y los depdsitos de
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cblagena disminuye con su aplicacion (41,53). Por otro lado, no existen
estudios en trdquea en los que se haya evaluado la produccion del TGF-f 1y
2; pero en un estudio realizado in vitro en cultivos de fibroblastos dérmicos
humanos se describié que la MC inhibe la expresion del mismo, evitando la
expresion de este factor de crecimiento y de colagena (80), lo que coincide con
lo observado en este estudio. En los grupos tratados con PIRFE se observo
menor expresion de TGF-B1 porque es un farmaco que tiene propiedades
antioxidantes, anti-inflamatorias y anti-fibréticas que evitan la inflamacién
prolongada, permiten la regulacion de la expresibn de citocinas pro-
inflamatorias y pro-fibrogénica, asi como la regulacion de la homeostasis entre
la sintesis y la degradacion de la colagena en la MEC como lo han observado
varios autores (81,82). Solo existe un estudio realizado en traguea, en donde
en un modelo de cicatrizacion traqueal en ratas observaron que tanto la CPVP,

MC y la PIRFE disminuyen la produccion de este factor de crecimiento (38).

CONCLUSION.

Con base a lo anterior se puede concluir que tanto la aplicacion subcutanea de
CPVP y la administracién de PIRFE no revierten la estenosis traqueal, pero la
detienen y cuando se utilizan en combinacion con la traqueoplastia evitan la re-
estenosis ya que disminuyen la inflamacion, fibrosis, expresion de TGF-$1y 2,
depdsitos de colagena en la cicatriz de la ET y postraqueoplastia en un modelo

experimental de ET en ratas.
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