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RESUMEN

El tratamiento de la estenosis traqueal (ET) es mediante procedimientos
endoscopicos y quirdrgicos, solos o en combinacidon con moduladores de la
cicatrizacion (MDC) como mitomicina C (MC) para evitar cambios en la expresion
factores de crecimiento (TGF-B1) y proteinas (fibronectina, elastina y colagena) de
la matriz extracelular (MEC) que favorezcan la fibrosis y ET, por esta razén es
necesario buscar otros MDC. La colagena polivinil pirrolidona (CPVP) y la
pirfenidona (PIRFE) disminuyen la inflamacion y fibrosis en piel, higado y pulmén;
pero su uso durante la ET no se ha estudiado. Objetivo. Evaluar el efecto de
aplicacion topica y SC de CPVP, MC topica y PIRFE VO sobre la expresion del
TGF-B1, produccion de fibronectina, elastina y de colagena macroscopica y
microscépica en un modelo de ET en ratas con y sin traqueoplastia. Material y
metodos. Cincuenta ratas Wistar con ET, veinticinco fueron tratadas
farmacoldgicamente (Tratamiento A) y veinticinco con reseccion y anastomosis
termino terminal del segmento traqueal estenosado (Traqueoplastia) (Tratamiento
B). Grupo I(A): ET-SSF, Grupo II(A): ET-CPVP, Grupo llI(A): ET-MC, Grupo IV(A):
ET-PIRFE, Grupo V(A): ET-CPVP-PIRFE, Grupo I(B): Tragueoplastia-SSF, Grupo
[I(B): Traqueoplastia-CPVP, Grupo 1lI(B): Traqueoplastia-MC, Grupo IV(B):
Traqueoplastia-PIRFE, Grupo V(B): Traqueoplastia-CPVP-PIRFE. Los animales
se valoraron clinica y tomograficamente (TAC) por 8 semanas, al final del estudio
se evalu6 en la ET vy cicatriz traqueal postquirdrgica la expresion de TGF- 1,
fibronectina, elastina y depositos de colagena. Resultados. En los grupos con el
tratamiento A, en ningun caso se revirtié la ET, pero se detuvo su evolucion y fue
menor en los grupos lI(A), IV(A) y V(A) (p< 0.001, ANDEVA). Postcirugia, ningan
animal mostro re-estenosis (RE). Macroscopica e histolégicamente los animales
tratados con CPVP, PIRFE y su mezcla sin cirugia y con traqueoplastia mostraron
menor inflamacion vy fibrosis (p<0.001 Kruskall-Wallis). La expresion de TGF- 31,
fibronectina y elastina fue severa en todos los grupos con ET, mientras que
postragqueplastia fue menor en los tratados con CPVP, PIRFE y su mezcla (p <
0.005 ANDEVA)) vs grupos de SSF. Los depdsitos de colagena fueron menores
en los grupos II(B), llI(B), IV(B) y V(B) vs tratamiento A y I(B) (p=<0.001, ANDEVA,
Tukey). Conclusion. El uso de CPVP, PIRFE y su mezcla detienen la evolucion de
la ET, disminuyen la expresion de TGF-B1, fibronectina, elastina y colagena
durante la ET y postraqueoplastia en un modelo de ET en ratas.

Palabras clave: Estenosis traqueal, re-estenosis, TGF-p1, fibronectina, elastina,
depdsitos de colagena, PIRFE, CPVP, MC.



ABSTRACT

The treatment of tracheal stenosis (ET) is through endoscopic and surgical
procedures, alone or in combination with wound-healing modulators (WHM), such
as mitomycin C (MC) in order-to prevent changes in the expression of extracellular
matrix (ECM) growth factors (TGF-B1) and proteins (fibronectin, elastin and
collagen) that promotes fibrosis and TS, therefore, it is necessary to find new
WHM. Collagen-polyvinylpyrrolidone (CPVP) and pirfenidone (PIRFE) decreases
inflammation and fibrosis on skin, liver and lung, but it’s role on TS has not been
studied yet. OBJECTIVE: To evaluate the topical and SC application of CPVP,
topical MC and PO PIRFE on the TGF-B1 expression, and on the fibronectin,
elastin and macroscopic and microscopic collagen production in a TS rat model
with and without tracheoplasty. Materials and methods: Fifty Wistar rats with TS.
Twenty-five were pharmacologically treated (treatment A) and twenty-five
underwent tracheal stenosis resection and end-to-end anastomosis (tracheoplasty)
(treatment B). Group I(A): TS-NSS, Group lI(A): TS-CPVP, Group IlI(A): TS-MC,
Group IV(A) TS-PIRFE, Group V(A): TS-CPVP-PIRFE. Group I(B): Tracheoplasty-
NSS, Group lI(B): Tracheplasty-CPVP, Group IlI(B): Tracheoplasty-MC, Group
IV(B): Tracheoplasty-PIRFE, Group V(B): Tracheoplasty-CPVP-PIRFE. The
animals were clinically assessed and with CT scan for 8 weeks, at the end of the
study the expression of TGF-B1, fibronectin, elastin and collagen deposits were
evaluated on the TS and postsurgical scar. Results. None of the treatment A
groups showed TS reversal, but progression decreased, and TS was lower in
groups lI(A), IV(A) y V(A) (p< 0.001, ANOVA). After surgery, none of the animals
had recurrent stenosis (RS). Macroscopically and histologically the animals treated
with CPVP, PIRFE and CPVP-PIRFE with and without surgery showed milder
inflammation and fibrosis (p<0.001 Kruskall-Wallis). The TGF-B1, fibronectin and
elastin expression was severe in every group with TS, while the tracheoplasty
groups treated with CPVP, PIRFE and CPVP-PIRFE had a lower expression when
compared to groups with NSS. The collagen deposits were milder in groups II(B),
[(B), IV(B) y V(B) compared to treatment A and I(B) (p=<0.001, ANOVA, Tukey).
Conclusion. The use of CPVP, PIRFE and CPVP-PIRFE halt the TS progression,
decreases the TGF-B1, fibronectin, elastin and collagen expression during TS and
after tracheoplasty in a TS rat model.

KEY WORDS: tracheal stenosis, TGF-B1, fibronectin, elastin, collagen deposits,
PIRFE, CPVP, MC.



1. INTRODUCCION.

La cicatrizacion es el proceso de reparacion de un tejido dafiado en el que se
involucra una cascada de eventos que requieren de interacciones coordinadas
entre células, factores solubles, asi como de los componentes de la matriz
extracelular (MEC). Dependiendo de la eficiencia y control con el que se realicen
estos eventos, se producird una cicatriz normal o bien una patolégica, ya sea

deficiente o fibrética (1,2).

1.1 Cicatrices fibréticas.

Las cicatrices fibréticas, al igual que las deficientes, siempre estan precedidas por
una prolongacion de la fase inflamatoria de la cicatrizacibn o una alteracién
durante la contraccién o remodelacion (3). Se caracterizan porque el tejido normal
afectado se sustituye por la MEC en la que predomina el depdsito de la coldgena
como resultado de la inflamacion prolongada, asi como disminucion de la
produccion de TGF-B3, incremento en la produccion de TGF-B1 y TGF-B2 (4,5) y
cambios en la expresion de fibronectina, elastina y metaloproteinasas (MMPSs)

(1,2,6).

1.2 Matriz Extracelular (MEC).

La MEC es un complejo de distintas proteinas como las colagenas (responsables
de conferirle resistencia a los tejidos), proteoglicanos, moléculas de adhesion, asi
como diferentes glicoproteinas entre las que se encuentra la fibronectina (esencial
para la adhesion) y la elastina (la cual confiere elasticidad y flexibilidad) (7). Este

complejo de proteinas, forma una red tridimensional dentro de los tejidos y



algunas de estas moléculas desempefian funciones como mediadores de
sefializacion o realizan cambios estructurales en la MEC. Estos componentes son
sintetizados y regulados por las células de soporte (fibroblastos/fibrocitos,
condroblastos/condrocitos, osteoblastos/osteocitos, miofibroblastos y adipocitos)
(8).

En general se puede decir que la MEC desempefia un papel fundamental en los
tejidos ya que mantiene la integridad estructural, constituye un filtro biofisico de
proteccién y nutricién y proporciona resistencia y flexibilidad. Asi mismo tiene un
papel importante en los procesos de migracion celular, diferenciacion,
proliferacion, apoptosis y adhesion celular, desarrollo embrionario, morfogénesis
tisular, angiogénesis, mantenimiento de la funcion tisular normal, respuesta celular
ante una lesion y cicatrizacion (8,9). Ademds, en el proceso de cicatrizacién
participa indirectamente en la modulacion de la secrecibn de proteasas
extracelulares (las cuales degradan la MEC durante su remodelacién), asi como
en la actividad y biodisponibilidad de factores de crecimiento, los cuales pueden
prolongar o modular la accién de otros factores como el TGF-B o TNF-a (7,10).

La remodelacién de la MEC en condiciones fisiolégicas normales, se lleva a cabo
mediante un equilibrio dinamico entre la sintesis y degradacién de sus
componentes, en la cual, dependiendo del tipo y la cantidad de células y
proteinas, forma y organizacion de sus proteinas, almacenamiento y produccion
de citocinas y factores de crecimiento, equilibrio de MMPs y sus inhibidores, asi
como los mecanismos de endocitosis, se puede presentar una remodelacion
adecuada. Cuando se presenta una alteracion en la regulacion de la remodelacion

de la MEC pueden presentarse procesos patoldgicos, inflamatorios, autoinmunes,



degenerativos, tumorales (8,9,11) o formacién de cicatrices deficientes o fibréticas.
Un ejemplo de esto, son las enfermedades fibroproliferativas que se definen como
la reparacién alterada del tejido, debido a un cambio en la remodelacion de la
MEC que conduce a una acumulacibn de componentes de la matriz y que

concluye en la pérdida de la funcion del 6rgano afectado (7,10,12).

1.3 Componentes de la MEC involucrados en la cicatrizacion.

1.3.1 Colagena.

La coldgena forma parte de una familia de moléculas que representa el
componente principal de la estructura de la MEC y son sintetizadas por los
fibroblastos.

Esta formada por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas agrupadas en una
estructura helicoidal. La secuencia de la colagena se caracteriza por repeticiones
de una unidad conformada por tres aminoacidos, Glicina-X-Y, donde Xy Y pueden
ser cualquier aminoacido, pero con frecuencia son prolina (28%) e hidroxiprolina
(38%) inminoacidos que le confieren rigidez y estabilidad a la molécula (7,13).

La mayoria de las colagenas se sintetizan como procolagenos que se procesan
extracelularmente para formar una colagena madura también conocida como
tropocoldgeno. Como parte de este proceso se forman entrecruzamientos entre
lisinas e hidroxilisinas con las cadenas de esta molécula y entre otras moléculas
de colagena. Estos entrecruzamientos aumentan con el tiempo; asi una colagena
recién sintetizada y depositada en el espacio extracelular tiene pocos
entrecruzamientos, pero con el tiempo aumentan y las fibras de colagena se

vuelven menos elasticas y mas quebradizas (7).



De acuerdo con sus estructura y funcion, las colagenas se pueden clasificar en: a)
coladgenas fibrilares (colagenas tipo I, Il, 1ll, V y XI) que representan el 90% de
todas las coldgenas presentes en el organismo. B) Coldgenas asociados a fibras
(colagenas tipo IX y Xll) las cuales se unen a las colagenas fibrilares y a otros
componentes de la MEC. C) Coladgenas que forman redes (colagenas tipo 1V) las
cuales constituyen uno de los principales componentes de las membranas basales
y d) las colagenas de anclaje ( coldgena tipo VII) las cuales unen a la coladgena
tipo | con las ldminas basales (7,8).

Una vez que la colagena es depoésitada en el espacio extracelular ejerce diferentes
funciones en diferentes procesos biolégicos uniendose a los receptores o ligandos
de superficie celular y secuestrando factores de crecimiento que interviene en
diferentes procesos regenerativos, de reparacion y patoldgicos, como la
cicatrizacion, angiogénesis, fibrosis y crecimiento tumoral (13).

En el proceso de cicatrizacion esta presente en todas las fases, su sintesis inicia a
partir del primer dia del proceso inflamatorio, aumenta en la fase proliferativa
cuando los fibroblastos llegan al tejido lesionado (48-72 h) alcanzando su nivel
maximo a las 2-3 semanas posteriores a la lesién y termina en la fase de
remodelacion donde la colagena tipo Ill inmadura se grada y se da la formacion

de la colagena tipo Ill madura; sin embargo en las cicatrices patolégicas la

expresion de esta puede ser muy elevada y desarrollar fibrosis (1)

1.3.2 Fibronectina.
La fibronectina es una glicoproteina multidominio que tiene un peso molecular de

230-270 KDa. Se encuentra en forma soluble en el plasma como dimero y en



forma insoluble en la MEC como multimeros de alto peso molecular mantenidos
por enlaces covalentes, los cuales son organizados en el componente fibrilar de la
misma mediante enlaces disulfuro (14).

La fibronectina plasmatica es sintetizada por los hepatocitos, mientras que la
celular es secretada por los fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos (15).
La actividad biolégica de la fibronectina es resultado de la conformacion de las
moléculas que la constituyen, asi como la cantidad y la tensién mecéanica de las
fibras de la MEC y factores ambientales como el pH (16).

Esta proteina estd compuesta por unidades repetitivas de tipo I, 11 y Il (FNI, FNIl'y
FNIIIN. La FNI participa en la union con la fibrina, heparina y coldgena, FNII solo en
la unién con la colagena y FNIII participa en la unién con las células de la MEC.

En la MEC forma una red fibrilar a través de la cual interaccionan receptores de
superficie celular regulando funciones celulares como adhesién celular, migracion,
crecimiento y diferenciacion (16).

La fibronectina esta presente en tejidos sometidos a cicatrizacién y en la formacion
patoldgica de tejido fibroso (11). Su forma plasmatica participa en la fase temprana
de la cicatrizacion uniéndose a las plaquetas y fibrina proporcionando resistencia
al cuagulo formado durante la hemostasia, ademas de ayudar a las plaquetas a
realizar sus funciones de adherencia, migracion y agregaciéon. Posteriormente, las
células endoteliales y los fibroblastos que llegan a la herida depositan fibronectina
para la formacion de tejido de granulacion, la cual promueve la adhesion y
depdsito de otras proteinas como la colagena a través de la formacion de fibrillas
(16). Asi mismo, diversos estudios in vitro han demostrado que la fibronectina

juega un papel muy importante en la regulacion del TGF-B, ya que esta



involucrada en la incorporacion inicial de la proteina de union asociada a latencia
(LTBP-1) dentro de la MEC (17). Por otra parte, en la fase final del proceso de

cicatrizacion esta involucrada en la contraccion de la herida (16,17).

1.3.3 Elastina.

La elastina es una proteina hidrofébica, sintetizada de forma soluble
(tropoelastina) y secretada por células musculares lisas y fibroblastos. Se
caracteriza por presentar una estructura que contiene aminoacidos con bajo
contenido en residuos acidos o basicos y una muy alta proporcion de aminoacidos
hidrofobicos, especialmente valina. Ademas, contiene varios derivados de lisina
que sirven de base para uniones entrecruzadas con los monémeros de elastina,
los cuales son fundamentales para adquirir las propiedades elasticas de la
molécula.

La polimerizacion de la tropoelastina es catalizada por la lisiloxidasa, la cual
desamina los residuos de lisina para formar las uniones cruzadas de desmosina e
isodesmosina, las cuales son dos estructuras que son exclusivas de la elastina
presente en los vertebrados y que pueden usarse como marcadores de la
proteina. Esta modificacion resulta en una fibra muy estable, altamente inerte y
soluble. Una vez que la tropoelastina es secretada al espacio extracelular, se une
a una proteina de membrana que es similar al receptor de laminina (7).

La produccion de elastina estd ausente en la madurez, sin embargo, al
presentarse una lesion puede ser producida nuevamente, pero esta sintesis a

menudo resulta aberrante y con fibras de elastina desorganizadas. Ademas, la



produccion de elastina al presentarse una lesion favorece la quimiotaxis vy
proliferacion celular en las primeras etapas de la cicatrizacion.

La expresion de elastina esta regulada por factores solubles pro-elastogénicos
como el TGF-B1 y el factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I) y por
factores con actividades antielastogénicas como el factor de crecimiento de
fibroblastos (bFGF/FGF-2), factor de crecimiento similar al factor de crecimiento
epidérmico de union a heparina (HB-EGF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
y la interleucina (IL)-1B. La degradacién de la elastina es mediada por la MMP-12
secretada por los macréfagos y la elastasa de neutrofilos (18,19). Asi mismo, se
ha descrito que la elastina favorece la regeneracién del tejido mediante la
promocion de la angiogénesis (20).

La elastina de neoformacion no solo confiere propiedades elasticas a la herida,
también influye en las células para regular la contraccion de la herida y mejorar la

reparacion del tejido lesionado (21,22)

1.4 Factor de crecimiento transformante beta (TGF-B).

El TGF-B es sintetizado como una proteina de 390 aminoacidos y los 112 residuos
localizados en el extremo C-terminal constituyen la forma madura. En estado
inactivo, conocido como TGF-B latente, se encuentra unido al péptido asociado a
la latencia (LAP) y cuenta con 5 isoformas (23).

El TGF-B es un factor de crecimiento multifuncional, que pertenece a la
superfamilia de polipéptidos extracelulares con caracteristicas estructurales
comunes, las cuales regulan el desarrollo embrionario, la respuesta inmunoldgica,

carcinogeénesis, inflamacion, regeneracion tisular y la cicatrizacion, en donde al
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inicio atrae a los neutrdfilos, los macrofagos y los fibroblastos, posteriormente
estimula la angiogénesis, fibroplasia y en las etapas finales esté involucrado en la
remodelacion de la MEC. Este factor modifica la sintesis y depoésito de
componentes extracelulares tales como fibronectina, proteoglicanos y algunas

formas de coldgena (24-27).

1.4.1 Isoformas del TGF-B.

Existen 5 isoformas de TGF-B; sin embargo, en los mamiferos se han descrito
tres: TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3, cuyos genes residen en diferentes cromosomas
(19913, 1914 y 14924, respectivamente). Estas isoformas contienen 80% de
homologia en la secuencia de sus aminoacidos. Por otro lado, las isoformas 4y 5
se han identificado en aves y anfibios (23).

Las tres isoformas de TGF- son muy diferentes entre si, pero entre las tres existe
un punto en comun: el cual es el mecanismo de sefializacion a través de
receptores transmembranales (28). Estos receptores contienen cinasas de serina-
treonina, la funcién de los receptores tipo | y Il es la transduccién de sefales al
interior de la célula y la funcion del receptor tipo Il (TBRIII), o B-glicano, es la
estabilizacion de los receptores tipo | y Il (23). Cuando el TGF- se une al receptor
tipo Il este fosforila al receptor tipo |, desencadenando la cascada de informacion
hacia el nucleo celular a través de sustratos de los receptores conocidos como
proteinas Smad (24,26), los cuales interaccionan con los genes diana y producen
cambios en la transcripcion, lo cual desencadena proliferacion, diferenciacion, o
cualquier otra de las actividades desempefiadas por el TGF-B. No obstante,

cualquier trastorno en la regulacion o en los mecanismos de sefalizacion del TGF-
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B puede ocasionar condiciones patolégicas como procesos fibroticos que resultan
de un aumento de la produccion del mismo (26,28); mientras que la reduccion en
la sefializacion del TGF-B se ha asociado a heridas crénicas o que no cicatrizan
(24).

Las isoformas TGF-B1 y TGF-B2 actian como profibrogénicos, mientras que el
TGF-B3 funciona como antiinflamatorio y antifibrético, asi mismo estos actian en
todas las etapas de la cicatrizacidbn de heridas, especialmente en la fase
proliferativa y de remodelacion (1,4,5,29-31). El TGF- B es una sefial critica que
actla como control maestro para la regulacion de la actividad de los fibroblastos,
ya que incrementa la transcripcion de genes de colagena, 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-B2 en células epiteliales y células del SNC, y el
TGF-B3 principalmente en células mesenquimales y son liberados al medio
extracelular por las plaquetas (26,32). Al mismo tiempo, el TGF-B disminuye la
produccion de las MMPs encargadas de la degradacion de la MEC y estimula la
producciéon de sus inhibidores (TIMPs) (1). Cuando existe un incremento no
controlado de este factor de crecimiento en la produccién y/o activacion existe una
produccién excesiva de tejido conectivo (26).

Dentro del proceso de cicatrizacion, el TGF-B, dependiendo de la fase de la
misma,; inicialmente atrae neutréfilos, macréfagos vy fibroblastos, mientras que en
la fase final incrementa la sintesis y depdsito de fibronectina, proteoglicanos y
algunas formas de colagena, interviniendo en la remodelacion de la MEC (24-27).

Las tres isoformas se encuentran presentes en las heridas en proceso de
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cicatrizacion, donde se ha demostrado que difieren en sus niveles de expresion,
tiempo de vida media y en su actividad biolégica (24).

Hasta la fecha, no existe ningun tratamiento definitivo para prevenir o reducir
cualquier forma de cicatrices, pero diferentes grupos han estudiado Ila
manipulacion del TGF-B para la prevencion de la formacion de cicatrices
patologicas (5), ya que se ha demostrado que los tejidos con cicatrices
hipertroficas sobre-expresan el mensajero y la proteina TGF-B1 en comparacion
con tejido de 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 hipertréficas presentan aumento en la expresion de
los receptores de TGF-B comparado con tejido de piel normal, principalmente en la
fase inflamatoria de la cicatrizacion, lo cual se reduce en la fase de remodelacion

(24).

1.5 Cicatrices patolégicas en la traquea.

Aungue el proceso de la cicatrizacion de las heridas varia entre los diferentes tipos
de tejidos, hay mas similitudes que diferencias entre ellos. La cicatrizacién de la
trAquea y bronquios se divide en tres fases: inflamacién, proliferacién vy
remodelacion, en las cuales se producen una serie de eventos interrelacionados
en los que las plaguetas, células inflamatorias, fibroblastos, células epiteliales y
endoteliales interactian para reparar el tejido lesionado (1,33,34).

En la trdquea y los bronquios, cuando se produce una cicatriz fibrética se produce

estenosis traqueal o bronquial y la consecuente obstruccion al flujo de aire (33).
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Mientras que cuando se origina una cicatrizacién traqueal deficiente se produce

una malacia o fistula (35).

1.6 Estenosis traqueal.

La estenosis traqueal (ET) se define como la reducciéon anormal en el calibre de la
luz traqueal (36-38) como consecuencia de una cicatriz patologica en la que se
presenta una fibrosis desproporcionada de la mucosa de la luz tragueal que
impide la circulacion de aire en ambos sentidos y representa un problema clinico
grave que compromete la vida de los pacientes (39).

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 en la via aérea para tratar la ET (154 dilataciones
laringeas y traqueales, 40 plastias de trdquea y bronquios, y 37
fibrobroncoscopias con aplicacién de farmacos). Sin embargo, el 30% de los

pacientes presentaron re-estenosis.

1.6.1 Tipos de Estenosis traqueal.

La ET se puede clasificar de acuerdo a su etiologia, localizacion y longitud (40),
asi como por la severidad de la disminucion de la luz traqueal (41). Estos sistemas
de clasificacion son una herramienta importante en el momento de decidir la

opcion terapéutica adecuada y en algunos casos establecer su prondstico (40).
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1.6.1.1 Clasificacion de la ET por su etiologia.

De acuerdo a su etiologia, las ET se pueden clasificar en congénitas, extrinsecas
(producidas principalmente por tumores que presionan la traquea) y adquiridas.
Estas ultimas son las més frecuentes y se subdividen en: traumaticas (intubacion
prolongada, traqueostomia, trauma laringeo externo, posrradiacion, quemaduras
endotraqueales térmicas o0 quimicas, etc.), infecciosas (escleroma respiratorio,
sifilis, tuberculosis, lepra, sarcoidosis, etc.), inflamatorias (granulomatosis de
Wegener, policondritis recidivante, lupus eritematoso sistémico, etc.), neoplasicas
(papilomatosis, carcinoma, linfoma, etc.) e idiopaticas (42).

La causa mas frecuente por la que se presentan las ET es la intubacion
prolongada. Sin embargo, en todas se produce isquemia, necrosis y ulceracion de
la mucosa traqueal, pericondritis y condritis con reabsorcién cartilaginosa, lo cual
predispone a un proceso de cicatrizacion que conlleva a la remodelacion de la
MEC, que si se realiza de forma adecuada se presentara una cicatriz normal, pero
Si esta se altera, se presentara formacion de tejido fibroso y disminucién de la luz

traqueal (7,10,12,43).

1.6.1.2 Clasificacién de la ET por localizaciéon y longitud.

Esta clasificacion consiste en describir el sitio anatdbmico que ocupa la estenosis
en la via aérea: gldtica (estenosis del espacio interaritenoideo), subglotica (0.5 cm
debajo del borde inferior del cartilago cricoides) y traqueal. Considerando la
longitud de la misma. Esta clasificacion se divide en cuatro grados, de acuerdo a
lo propuesto por MCaffrey (40) y permite predecir la probabilidad de una

decanulacion exitosa en los pacientes. Esta se divide de la siguiente forma:
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Grado I: Es un ET subglética o traqueal menor a 1 cm.
Grado II: ET subglotica mayor a 1cm.
Grado llI: ET subglética y traqueal sin involucrar la glotis.

Grado IV: ET con extension a la glotis.

1.6.1.3 Clasificacion de la ET por la severidad de la disminucion de la luz
traqueal.

La clasificacion de la ET por la severidad de la disminucion de la luz traqueal fue
descrita por Freitag (41) y toma como referencia el porcentaje de reduccién del
tamafio de la luz traqueal. Cabe mencionar que esta también se toma en cuenta la
localizacion de la ET dividiendo la traquea en tercios. Esta clasificacion permite
estudiar la efectividad de las modalidades de tratamiento para la estenosis de la
via aérea central.

Grado de ET de acuerdo al tamafio de la luz traqueal:

Grado 0 = Sin estenosis o0 luz completamente permeable.

Grado 1= Disminucion de la luz traqueal menor al 25%.

Grado 2= Disminucién de la luz traqueal entre el 25-50%.

Grado 3= Disminucion de la luz traqueal entre el 50-75%.

Grado 4= Disminucion de la luz traqueal entre el 75-90%.

Grado 5= estenosis del 100%).

De acuerdo a su ubicacion:
Ubicacion I: Presencia de ET en el tercio traqueal superior.

Ubicacion II: Presencia de ET en el tercio traqueal medio.
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Ubicacion lll: Presencia de ET en el tercio traqueal inferior.
Ubicacion IV: Presencia de ET en el bronquio principal derecho.

Ubicacion V: Presencia de ET en el bronquio principal izquierdo.

1.6.2 Tratamiento de las estenosis traqueales.

Existen diferentes opciones terapéuticas para el manejo de las ET, los cuales se
empleardn de acuerdo a la localizacién de la lesion, 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 farmacoldgicos,
endoscopicos y quirdrgicos; sin embargo, el abordaje de las estenosis, ademas de
considerar las variables antes descritas, requiere de la experiencia del cirujano y el
endoscopista, para poder determinar la opcidén terapéutica mas adecuada. No
obstante, ninguna opcién terapéutica ofrece un resultado exitoso, 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 cicatricial fibrotico (44-

46).

1.6.2.1 Tratamiento farmacoldgico.

Para este tipo de tratamientos generalmente se utiliza antibioticos y esteroides,
pero se ha observado que no se consigue disminuir la estenosis. Con esta opcion
terapéutica, los pacientes disminuyen el proceso inflamatorio agudo y el edema;
por lo que el manejo farmacoldgico solo esta indicado para la fase aguda de la

estenosis 0 como complemento de los otros métodos terapéuticos (46).
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1.6.2.2 Tratamientos endoscOpicos.

En pacientes con severas comorbilidades o en pacientes con estenosis grado |, se
ha reportado que los procedimientos endoscoOpicos pueden ser curativos; sin
embargo, generalmente se utilizan como puente hacia la cirugia (45,47).

Los procedimientos endoscépicos mas empleados para el tratamiento de las ET
son la dilatacibn mecéanica con balén neumatico, la aplicacién de laser CO2 o

NdYAG (argdn plasma) y la colocacion de prétesis endoluminales (48).

A) Dilatacion endoscOpica mecénica con globo.

La dilatacion endoscopica realizada con globos, consiste en la insuflacion de un
globo endoscépico para ejercer una fuerza mecanica radial sobre el sitio
lesionado, guiada mediante un endoscopio para tener un mejor control visual del
procedimiento y reducir al minimo el dafio mecéanico en la mucosa. Este tipo de
tratamiento esta indicado en ET simples y cortas, que no obstruyen por completo
la luz de la via aérea (45). Esta técnica también es util para el alivio temporal de
sintomatologia aguda, asi como un paso previo a la colocacion de una prétesis o
empleo de laser. La complicacién mas importante de este tratamiento es la ruptura
de la via aérea con riesgo de neumotdrax, neumomediastino, mediastinitis y

sangrado.
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B) Dilatacion endoscépica con laser.

La aplicacion de laser consiste en realizar cortes sobre el tejido fibrosado y es util
para el tratamiento de lesiones pequefas y estrechas de longitud craneo-caudal
reducida que tienen el esqueleto cartilaginoso estable. Este método consiste en
realizar cortes radiales con el laser sobre el tejido fibrosado a las 3, 9 y 12 horas
del campo. Sin embargo, en la literatura se ha descrito que el tratamiento 6ptimo
de las estenosis postintubacion se realiza mediante la aplicacion de incisiones
radiales de laser con la ayuda asociada de dilataciones con balén y se ha
observado que proporciona un elevado porcentaje de decanulacién con un

reducido tiempo operatorio y una estancia hospitalaria corta (45,46,49).

C) Dilatacién endoscopica mediante la colocacion de férulas.

La dilatacion endoscépica mediante la colocacion de férulas consiste en la
colocacion de férulas de diferentes materiales mediante endoscopia para dilatar la
zona estenosada. Esta indicada en pacientes que no responden a la dilatacion
endoscépica 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 obstruccién de las férulas. Se debe mencionar que las
férulas mas utilizadas son de silicon y de nitinol, los cuales estan cubiertos de

poliuretano y son auto-expandibles (45, 49).
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1.6.2.3 Tratamientos quirurgicos.

La cirugia abierta mediante la reseccidon 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 (45), ya que al utilizar maniobras que
permitan el descenso laringeo o la movilizacion del hilio pulmonar permite resecar
hasta el 50% de la trAdquea, lo cual en la practica puede dar solucion 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 extensién de la lesion. La mayoria de los
autores coinciden en que la cirugia no debe realizarse de forma apresurada y Si
existe un compromiso respiratorio, debe realizarse primero una dilatacion
endoscépica con globos, dilatadores o mediante el broncoscopio rigido, laser o
colocacion de una férula.

Las complicaciones mas frecuentes en la cirugia traqueal son hemorragia grave,
dehiscencia de sutura, malacia, formacion de granuloma a nivel de la anastomosis
y la re-estenosis (45,46). Esta Ultima se presenta porque este tipo de lesiones
cursan con una intensa respuesta inflamatoria tanto por la lesion inicial de la via
aérea como por el tratamiento posterior, que provoca la formacion excesiva de
tejido de granulacién vy fibrosis, lo que ha hecho que en los ultimos afios se haya
intentado la combinacion de los procedimientos terapéuticos endoscopicos y
quirargicos con los tratamientos farmacologicos, principalmente utilizando

farmacos moduladores de la cicatrizacion (MDC), para tratar de modular la
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respuesta inflamatoria del huésped a la lesion, disminuir la produccion de citocinas
y de los factores de crecimiento proinflamatorios, incrementar los no inflamatorios
y regular la produccion de colagena en el sitio de la herida para mejorar la
cicatrizacion (44,50), pero hasta la fecha, no existe ninguin farmaco que prevenga
o0 reduzca cualquier forma de cicatriz. No obstante, diferentes grupos han
estudiado la manipulacion farmacolégica del TGF-B para la prevencion de la
formacioén de cicatrices patoldgicas (5).

Dentro de los MDC probados en combinacion con los procedimientos
endoscdépicos y quirdrgicos en trdquea, se encuentra la mitomicina C (MC) topica y
se ha utilizado porque inhibe la actividad fibroblastica; sin embargo, se ha
observado tanto en estudios clinicos como experimentales, que su uso predispone
a la acumulacion de moco y formacién 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 re-estenosis (3,44). También se ha utilizado la colagena
polivinilpirrolidona (CPVP) con buenos resultados; sin embargo, ya que su
aplicacién es semanalmente via intratraqueal por cuatro semanas (38), el uso de
esta se dificulta debido a que se tiene que someter al paciente a anestesia
general; por lo que hay que buscar nuevos MDC que no requieran de
procedimientos invasivos para su aplicacion, como la Pirfenidona (PIRFE) que se
administra por via oral y se ha utilizado para el tratamiento de otras enfermedades

fibréticas (51).
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1.7 Moduladores de la cicatrizacion.

1.7.1 Colagena polivinil-pirrolidona (CPVP).

La CPVP es un farmaco constituido de coldgeno porcino tipo | tratado con rayos
gamma y polivinil-pirrolidona, 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 manteniendo
el 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 (52-54).
Ademas, su uso postraqueoplastia disminuye la cantidad de colagena formada por
gramo de tejido tragueal 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 cuatro aplicaciones intratraqueales por
tragueoscopia (38,55-57). Diferentes estudios han reportado buenos resultados
con el uso de CPVP subcutanea (SC) en pacientes humanos con artritis
reumatoide (58) y con esclerodermia (59), por lo que podria ser una opcion en las

ET o post-cirugia traqueal.

1.7.2 Pirfenidona (PIRFE).

La Pirfenidona (5-metil-1-fenil-2-[1H]-piridina) (PIRFE) es un farmaco que
administrado via oral (VO) actua como antifibratico, antiinflamatorio y antioxidante,
ya que inhibe la sintesis de colageno bloqueando la expresion de citocinas como
la IL-1 e IL-6 y factores de crecimiento como el TNF-a y TGF-, con lo que inhibe

las fibrosis patologicas. Su uso tanto experimental como clinico ha mostrado
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buenos resultados en cicatrices fibréticas de piel (60,61), fibrosis pulmonar (62-
64), cirrosis hepatica (65) y fibrosis renal (66). En la literatura se ha reportado que
en modelos experimentales, la PIRFE disminuye la produccion de TGF-B1 vy
coldgena formada por gramo de tejido en la cicatrizacién traqueal; sin embargo, no
se ha estudiado su efecto sobre la produccion del TGF-3 1, fibronectina y elastina
durante la ET.

Con base en lo anterior se puede pensar que la aplicacion subcutdnea (SC) de
CPVP y de PIRFE (VO) disminuiran la inflamacion y regularan la producciéon de
TGF-B 1, fibronectina, elastina y depdsitos de colagena en un modelo de ET en

ratas con y sin traqueoplastia.

2. JUSTIFICACION.

EI'INER ICV es un centro de referencia para el tratamiento de la ET, la cual es una
patologia que, depende de la severidad, puede poner en riesgo la vida de los
pacientes al impedir el flujo adecuado de aire hacia los pulmones y se caracteriza
por ser una cicatriz fibrética en la que la MEC sufre cambios en la expresion de
proteinas profibréticas, por lo que su tratamiento se hace de forma endoscopica o
quirurgica combinado con el uso de moduladores de la cicatrizacion para regular la
produccion de estas proteinas. Se ha reportado clinica y experimentalmente que la
aplicacion topica, asi como subcutanea (SC) de la CPVP y la PIRFE via oral (VO)
disminuyen la reaccion inflamatoria aguda y cronica, asi como la fibrosis. Sin

embargo, aun no se ha reportado el efecto de estos farmacos sobre la expresion
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del TGF-B1, fibronectina, elastina y depdsitos de colagena en la ET y cicatriz

postraqueoplastia.

3. HIPOTESIS.

Ya que la aplicacion tépica y subcutanea de CPVP y la administracion via oral de
PIRFE disminuyen la inflamacion y fibrosis, regulan la expresion del TGF- 1,
fibronectina, elastina y depoésitos de colagena, entonces disminuiran la ET,
mejoraran la calidad de la cicatriz traqueal postquirdrgica y evitara la formacion de

re-estenosis en un modelo de ET en ratas con y sin traqueoplastia.

4. OBJETIVO.

Evaluar el efecto de aplicacion tépica y SC de CPVP, MC topica y PIRFE VO
sobre la expresion del TGF-3 1, produccion de fibronectina, elastina y de colagena
macroscopica y microscopica en un modelo de estenosis traqueal en ratas con y

sin traqueoplastia.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) En ratas con estenosis traqueal y anastomosis termino-terminal postreseccion
de un segmento traqueal cervical estenosado determinar el efecto del tratamiento
de CPVP tépica y SC, MC topica y PIRFE VO sobre los cambios macroscopicos y

microscopicos que se producen en la estenosis y en la cicatriz traqueal.
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b) Determinar el efecto del tratamiento de CPVP topica y SC, MC topica y PIRFE
VO sobre la expresion del TGF- 1 y depésitos de colagena en la estenosis y en la

cicatriz traqueal.

c) Determinar el efecto del tratamiento de CPVP topica y SC, MC tépica y PIRFE
VO sobre la produccion de fibronectina y elastina en la estenosis y en la cicatriz

traqueal.

6. MATERIAL Y METODOS.

Se realiz6 un estudio experimental y longitudinal.

El financiamiento de este estudio fue otorgado por el INERICV vy participaron los
investigadores y técnicos del Departamento de Investigacion en Cirugia
Experimental del INER-ICV, quienes proporcionaron el quir6fano, monitores de
signos vitales, microscopios (OMP 19-FC Carl Zeiss, Faserbeleuchtung, West
Germany) para la realizacion del procedimiento quirdrgico, instrumental de
microcirugia, farmacos y materiales necesarios para llevar a cabo el proyecto
planteado. Ademds, participaron el personal de Bioterio del mismo instituto
quienes proporcionaron los animales de esta investigacion. También intervino el
personal del Departamento de Investigacion en Morfologia del INERICV, quienes

procesaron las muestras de los tejidos obtenidos del estudio.

6.1 Animales de experimentacion.
Se utilizaron 50 ratas Wistar (cepa Hsd:WI) clinicamente sanas, sexo indistinto,

con rango de edad de 12 semanas y peso de 250-350 gramos, las cuales fueron
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manejadas de acuerdo a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de
animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana y la Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of USA (67,68) y aceptado por el SICUAE de la FMVZ,
UNAM.

El tamafio de la muestra fue calculado para una poblacién finita con un intervalo
de confianza del 95% teniendo como resultado 33 ratas por grupo, ya que las
normas oficiales nacionales e internacionales para el uso y manejo de los
animales de laboratorio no permiten el uso excesivo de los mismos y recomiendan
que las investigaciones realizadas en animales se lleven a cabo bajo la ley de las
tres Rs (reemplazo, reduccion y refinamiento) (69), la cantidad de sujetos
experimentales se redujo al minimo, para que se alcanzaran diferencias

estadisticas.

Criterios de inclusién.
Se incluyeron ratas Wistar clinicamente sanas, sin antecedentes de alguna
enfermedad respiratoria durante su estancia en el bioterio del INER-ICV, 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.
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Criterios de eliminacion.
Todo animal que presentd signos clinicos de cualquier patologia que no fue

provocada por el procedimiento quirdrgico se elimind.

Criterios de terminacion.

Aquellos animales que mostraron signos de dolor agudo o cronico, de acuerdo a lo
descrito por The Rat Grimace Scale (70) o signos de enfermedad respiratoria
relacionada con el procedimiento y que no disminuydé con la aplicacion de
medicamentos, fueron sometidos a eutanasia con sobredosis anestésica utilizando

pentobarbital sédico (67).

6.2 Grupos de estudio.

En todos los animales se produjo estenosis traqueal (ET), veinticinco animales se
dejaron con la ET y recibieron Unicamente tratamiento farmacoldgico (Tratamiento
A) y los otros veinticinco animales recibieron tratamiento quirdrgico

(traqueoplastia) méas farmacologico (Tratamiento B) segun su grupo de estudio:

Grupo | A (n=5): ET tratada con solucién salina fisiologica (SSF) via SC.

Grupo Il A (n=5): ET tratada con 2.5 mg/kg de CPVP SC por 4 semanas.

Grupo Il A (n=5): ET con aplicacion topica extra-luminal de 1.2 mg/kg MC.

Grupo IV A (n=5): ET tratada con 40 mg/Kg/dia VO de PIRFE durante 4 semanas.
Grupo V A (n=5): ET tratada con 2.5/kg de CPVP SC y 40 mg/Kg/dia VO de Pirfe

durante 4 semanas.
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Grupo | B (n=5): Reseccién de anillos afectados por la ET y anastomosis termino-
terminal del segmento resecado (traqueoplastia) con aplicacion topica extra-
luminal de SSF.

Grupo Il B (n=5): Traqueoplastia mas aplicacion tépica extra-luminal de 2.5 mg de
CPVP durante la cirugia.

Grupo lll B (n=5): Traqueoplastia mas aplicacion topica extra-luminal de 1.2 mg
MC.

Grupo IV B (n=5): Traqueoplastia con administracion VO de 40 mg/Kg/dia de
PIRFE durante 4 semanas.

Grupo V B (n=5): Traqueoplastia con aplicacion tdpica extraluminal de 2.5 mg

CPVP y 40 mg/Kg/dia VO de Pirfe durante 4 semanas.

6.3 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 (71). Durante la cirugia y la recuperacion
anestésica, por medio de un monitor de signos vitales (Datascope Passport 5 Lead
Monitor®, Mindray Medical International, Shenzhen, China) se monitorizé la
frecuencia cardiaca (FC) frecuencia respiratoria (FR) y saturacion de oxigeno
(Sa02).

Con el animal bajo anestesia general, se realizdé una incision media en la region
cervical ventral, se diseco por planos hasta llegar a la trdquea, la cual fue disecada
en toda su circunferencia y se resecaron cuatro anillos, que se sumergieron en

una solucion que contenia Bleomicina a una concentracion de 5 pug/ml durante 1
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minuto (para provocar irritacion de la mucosa traqueal). Transcurrido este tiempo,
el segmento resecado fue anastomosado en su sitio original utilizando surgete
continuo con material de sutura no absorbible de 7-0 (Seda 7/0, Ethicon, Sao
Paulo, Brasil) y se procedio al cierre convencional (72). Posterior al procedimiento
quirurgico para producir la ET, los animales fueron valorados diariamente para
observar su estado clinico. Ademas, se les realizaron tomografias computadas
(TC) antes del procedimiento quirtrgico y cada semana hasta el momento en el

que se desarroll6 la ET.

6.4 Técnica quirurgica de lareseccién y anastomosis termino-terminal

Una vez diagnosticada la estenosis, bajo anestesia general, se llevé a cabo una
incisibn media en la regién cervical ventral, se disec6 por planos hasta llegar a la
trdquea, la cual fue disecada en toda su circunferencia y se le resecaron los anillos
afectados por la ET, se aplicaron los tratamientos tépicos e inmediatamente se
realiz6 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 trdquea se suturé con
un patrén de sutura continua (surgete continuo) y la porcion cartilaginosa con
puntos separados. Posteriormente se comprobd que no existieran fugas en la
anastomosis y se procedio con el cierre convencional utilizando puntos simples de
polidioxanona (PDS, Ethicon, New Jersey, USA) calibre cuatro ceros (4-0) (Figura

1).
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Los procedimientos quirdrgicos se realizaron con técnica microquirdrgica utilizando
un microscopio para estos fines (OMP 19-FC Carl Zeiss, Faserbeleuchtung,
Alemania).

Al concluir los procedimientos quirdrgicos para producir la ET y la traqueoplastia
de tratamiento, a todas las ratas se les administr6 como analgésico postoperatorio
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 antibidtico.
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Figura 1. Técnica quirdrgica utilizada para la produccién de la ET y la traqueoplastia, asi como la
aplicacion de los tratamientos. A) Incisién cervical media, B) Exposicion y diseccion de la traquea
cervical, C) Seccion de anillos traqueales, D) Introduccion del segmento a Bleomicina, E)
Anastomosis de la porcion membranosa, F) Fin de la tragueoplastia, G) Cierre convencional, H)
Segmento estenosado, 1) Aplicacién tépica del tratamiento B sobre los bordes del segmento
resecado, J) Aplicacion SC la SSF o CPVP y K) Aplicacion de PIRFE VO.

6.5 Tratamiento

En los grupos del tratamiento B (tratamiento quirargico mas farmacolégico), éste
se aplico directamente sobre la traquea estenosada y bordes de la reseccién
(antes de llevar a cabo la anastomosis) durante el procedimiento quirdrgico. En el
grupo de MC, después de resecar el segmento estenosado, se aplicd topicamente

el farmaco por cinco minutos, al concluir este tiempo la traquea fue lavada con
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SSF (73). En el grupo | se aplicé 0.5 ml de SSF SC cada semana durante 4
semanas y en el grupo Il se instilaron 0.5 ml de SSF. En los grupos Il A, 11 B, VAYy
V B las ratas recibieron 2.5 mg de CPVP topica y SC (dosis utilizada para los
problemas de piel, tendones y experimentalmente en estenosis traqueales
cronicas) (Figura 1K) (38), ademas se les aplico semanalmente la misma dosis,
pero via SC. Mientras que en los grupos Il Ay Ill B se aplicaron 1.2 mg de MC
(dosis utilizadas para las estenosis traqueales) (73). Las ratas de los grupos IV A,
IV B, V Ay V B recibieron cada 24 horas 40 mg/kg de peso de PIRFE via oral

(Figura 1M) (51).

6.6 Evaluacion

El estudio tuvo una duracion de 46 dias totales, en los primeros 28 dias se indujo
la ET y en los 28 dias restantes los animales recibieron el tratamiento segun el
grupo de estudio. Durante este tiempo se realizé evaluacién clinica y tomografica.
Al finalizar el tiempo de estudio se realizaron las evaluaciones macroscopica,
morfométrica, microscoépica, cuantificacion de coldgena de neoformacion por
gramo de tejido, asi como el analisis de la expresién de TGF- 1, fibronectina y
elastina mediante inmunohistoquimica.

Evaluacion clinica

Se realizo diariamente durante la primera semana post-cirugia y semanalmente el
tiempo restante del estudio. Se evaluo la presencia de estridor, disnea, estado de
la herida quirargica (inflamacion, infeccion, 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 facial (70).



32

Evaluacion por Tomografia computada (TC)

Se hicieron cortes axiales y coronales de la region cervical de todos los animales
sometidos al estudio. Estas se realizaron antes de la produccion de la estenosis,
asi como cada semana hasta que se produjo la ET y cada semana después de

haber aplicado los tratamientos.

Evaluacion macroscopica de la traquea

Al concluir el estudio todos los animales fueron sometidos a eutanasia con
sobredosis de pentobarbital sédico (150mg/kg/IP) (Anestesal, Pfizer S.A. de C.V.
Guadalajara, México) (67), se extrajo el segmento anastomosado o el sitio en el
que se produjo la ET y se determind el tamafio de la circunferencia de la luz
traqueal, asi como la cicatrizacion de la anastomosis, presencia de dehiscencia,
infeccién y la formacion de fistulas.

Después, el segmento resecado se incidio por la parte membranosa de la traquea
para evaluar la cicatrizacion de la mucosa y el estado de la luz traqueal. Del tejido
obtenido, una porciéon de la parte membranosa de la trdquea se utilizd para la
cuantificacion bioquimica de la colagena de neoformacion en la cicatriz traqueal y
el restante para estudio histolégico e inmunohistoquimico para determinar la

expresion del TGF-B 1, fibronectina y elastina.

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
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traqueal post-cirugia y se compard con la luz de los anillos retirados durante la
traqueoplastia para obtener el grado de estenosis post-cirugia.

El grado de estenosis se evalué utilizando la escala de Freitag et al. (41), la cual
se basa en el porcentaje de severidad de disminucién 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%.

Evaluacion microscOpica de la traguea

Para la evaluacion microscopica, 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 hicieron cortes seriados de 4um y se
tilferon con hematoxilina-eosina, asi como tincion tricromica de Masson. La
evaluacion se realizé en colaboracién con un patélogo determinando la presencia
de fibrosis, forma y distribucion de las fibras de colagena, grado de inflamacién. La
evaluacion de estos parametros se realizé en toda la circunferencia de la muestra
mediante una escala semicuantitativa descrita por Veiga (74), en la cual a cada
parametro evaluado se le asigné un grado de acuerdo a la intensidad de los
cambios histopatoldgicos (grado 1: ausente 0-10%, grado 2: leve 11-25%, grado 3:
moderado 26-50% y grado 4: severo 51-100%).

Determinacion bioquimica del depdsito de colagena de neoformacion

La determinacion del depdsito de colagena de neoformacion en la cicatriz traqueal
se realiz6 mediante el ensayo de Sircol (75). Una vez colectadas las muestras
fueron pesadas y congeladas a -70°C. Posteriormente se trataron con buffer de

lisis (pepsina 0.001g (P7012 Sigma-Aldrich, USA) / 1 ml de &cido acético 0.5 M
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(Macron Fine Chemicals™, Mex)) y fueron incubadas por 48 horas a 4°C para
obtener un lisado del tejido y determinar la concentracion de proteinas totales
mediante el método de Lowry modificado (76), asi como la concentracion de
coldgena de neoformacion utilazndo el Kit SircolTM (Sircol Kit Pack Standard
Assay Kit Product Code: S1000, Biocolor, UK). Las muestras de tejido lisado se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml (Eppendorf Protein Lo Bind 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 union 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 lavé con 750 pl de reactivo de
lavado &cido-salino (dilucién 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 elimind el sobrenadante y el pellet fue secado completamente para ser
re-suspendido en 250 ul de reactivo alcalino y se agitaron por 5 minutos utilizando
un Vortex (Velp Scientific, F202A0175,). Después, 200 pl de cada muestra fueron
colocados en una microplaca Nunc-Immuno Maxi Sorp TM (Sigma-Aldrich, M5785
New Jersey, USA) y se llevé a cabo la lectura del depodsito de la colagena de
neoformacion , a una longitud de onda de 555 nm con un espectrofotémetro Epoch
(Bio-teck Instruments, Winooski, USA).

Determinacion de la produccion de TGF-B 1, fibronectina y elastina mediante
Inmunohistoquimica

La determinacion de la concentracion in situ del TGF-B1, fibronectina y elastina en

la cicatriz traqueal se llevd a cabo por inmunohistoquimica, para esto a las
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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 5 minutos y
posteriormente un minuto hasta Alcohol 96%, después se trataron con buffer de
citratos pH 6, el antigeno se recuper6 con calor en bafio himedo (Stable Temp®,
Cole Parmer®) a 60°C por 30 minutos, se dejaron enfriar y se lavaron con Tris-
Buffered Saline withTween (TBST) tres veces por cinco minutos. La peroxidasa
enddgena se bloqued con peroxido de hidrogeno al 30% (J.T. Baker, Méx.) diluido
(1:9 en H20 desionizada) durante 15 minutos y se lavd nuevamente en tres
tiempos de cinco minutos con TBST. Posteriormente se agregd suero bloqueador
(Vectastain Universal Quick Kit.,, Burlingame, CA) durante 15 minutos a
temperatura ambiente para el bloqueo del pegado inespecifico y se lavo
nuevamente. Una vez que se llevaron a cabo los pasos anteriores las secciones
de tejido fueron incubadas con anticuerpo policlonal de conejo para TGF-B1
(Abcam ab25121, USA) a una concentraciéon de Sug/ml, anticuerpo policlonal de
conejo para fibronectina (Ab2413, USA) a una concentracion de 4ug/mi,
anticuerpo policlonal de conejo para elastina (Abcam ab21610, USA) a una
concentracion de 20ug/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 incubacion con el segundo anticuerpo biotilinado universal
(Vectastain Universal Quick Kit, Burlingame,CA) 10 minutos, se lavo al final en tres
tiempos de cinco minutos, posteriormente se utilizO el sistema Biotina-

Estreptavidina-Peroxidasa (Vectastain Universal Quick Kit., Burlingame, CA) y se
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incubaron durante 15 min a temperatura ambiente y nuevamente se lavaron como
ya se describid, se utilizé 3,3"Diaminobencidina (DAB) (BioCare Medical, USA)
como revelador durante cinco minutos, se tifieron con Hematoxilina y para virar el
contraste se utilizé una solucién saturada de Carbonato de Litio (Fisher Chemical,
USA). En los ensayos de todos los grupos se realizaron controles de tejido
positivos para cada anticuerpo utilizado y a su vez controles negativos, a los
cuales no se les agrego anticuerpo primario.

La cuantificacion de la expresion del TGF-f 1, fibronectina y elastina fue realizada
empleando el software Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/), desarrollado por el
National Institute of Health (NIH) y el plugin IHC Profiler. Se tomaron imagenes de
microscopia en formato digital de diez campos aleatorios por laminilla , a través de
un microscopio, una camara fotografica 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 la misma intensidad de luz. Una
vez que se obtuvieron las imagenes se clasifico a cada imagen en un rango de
intensidad del color que se dividié por cuatro zonas dentro de la escala del color
de 0-255; alto positivo, positivo, bajo positivo y negativo, asimismo, se determiné
el nimero de pixeles positivos de acuerdo al nUmero de pixeles por zona y el total
del nimero de pixeles por imagen (77) reportando la intensidad del cromégeno en

pixeles.

Andlisis estadistico.
El andlisis estadistico de los hallazgos clinicos, macroscépicos y microscopicos se

llevd a cabo con la prueba de Kruskall-Wallis, mientras que para los hallazgos
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tomogréficos bioquimicos e inmunohistoquimicos, se realizaron mediante las
pruebas de ANDEVA, Dunnett y Tukey. Los valores de p<0.05 fueron

considerados como significativos.

7. RESULTADOS.

7.1 Hallazgos clinicos.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirdrgico realizado para
producir la ET, asi como para resecar el segmento estenosado, pero no al tiempo
establecido para finaliza el estudio. En todos los animales, la ET se produjo en la
cuarta semana post-quirargica, la cual fue confirmada por los estudios clinicos e
imagenoldgicos. La presencia de estridor se observo en el 50% de los casos en la
segunda semana post-cirugia y en el 80% de los animales al concluir la tercera
semana.

En el grupo | A, los cinco (100%) animales tuvieron que ser sometidos a eutanasia
una semana después de haberse diagnosticado la ET y haberse iniciado la
aplicacion de SSF SC por mostrar disnea severa. En el grupo | B, que combiné la
traqueoplastia con la SSF extra-luminal, dos animales presentaron 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.

Los animales tratados con CPVP SC (grupo Il A) mostraron estridor similar al que
presentaron al hacerse el diagnostico de la ET; mientras que los animales tratados
con traqueoplastia mas CPVP (grupo Il B), un animal mostrd estridor severo al
concluir la primera semana post-cirugia y disnea leve al concluir la segunda, el

resto de los animales del grupo tuvieron una evolucion clinica sin complicaciones.
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Del grupo Il A (MC tépica) tres ratas (60%), presentaron estridor y disnea severa
al final de la primera semana post-aplicacion de la MC topica y fueron sometidas a
fin de estudio. Asi mismo, en el grupo Il B (Traqueoplastia mas MC), dos (40%)
animales presentaron estridor severo en la segunda semana después de la cirugia
y disnea severa en la tercera semana por lo que sometieron a eutanasia, los
animales restantes no mostraron este signo.

Los animales tratados con PIRFE sin cirugia (grupo IV A) presentaron estridor
similar al que presentaron al hacerse el diagnéstico de la ET y continu6 de la
misma forma hasta el final del estudio; en cambio, los tratados con traqueoplastia
y PIRFE (grupo IV B), presentaron una evolucion clinica sin complicacion alguna.
En el grupo tratado con CPVP SC + PIRFE VO (grupo V A) tres animales
mostraron estridor hasta la segunda semana después de aplicar el tratamiento y
dos hasta finalizar el tiempo de estudio; mientras que los tratados con
traqueoplastia mas CPVP tépica y PIRFE su evolucién clinica se presentd sin
complicaciones.

Al comparar entre grupos la presencia de estridor, disnea y la sobrevida,
observamos que los animales tratados con CPVP, PIRFE y CPVP + PIRFE
mostraron menor presencia de estridor y disnea (p = 0. 001 Kruskal-Wallis) y
mayor sobrevida a la observada en los grupos de SSF y MC (p = 0. 001 Chi

cuadrada) (Cuadro 1).
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NUumero de animales con signos clinicos y sobrevida en cada grupo de estudio.
Estridor Disnea Sobrevida

Tratamiento A
SSF (n=5) 5 5** Q***
CPVP (n=5) 5 0 5
MC (n=5) 3 3** 2%k*
PIRFE (n=5) 5 0 5
CPVP+PRIFE (n=5) 2 0 5
Tratamiento B
SSF (n=5) 2 2 3
CPVP (n=5) 1* 0 5
MC (n=5) 2 2 3
PIRFE (n=5) o* 0 5
CPVP+PRIFE (n=5) o* 0 5
*p= 0.001 Kruskal-Wallis
**p=0.001 Kruskal-Wallis
***p=0.001 Chi cuadrada

Cuadro 1. Presencia de estridor y disnea, asi como la sobrevida mostrada en cada grupo de
estudio.

7.2 Hallazgos tomogréficos.

En el tratamiento A se observé una progresion en la disminucion de la luz traqueal
en los animales de los grupos de SSF (0.85 £ 0.26mm) y MC (0.93 = 0.17mm);
mientras que en los tratados con CPVP (1.34 £ 0.27mm), PIRFE (1.31 + 0.15mm)
y la mezcla CPVP+PIRFE (1.37 £ 0.11mm) esta mantuvo valores similares a los
del momento de realizar el diagndstico de ET (Grafica 1) (Figura 2, 3). En todas

las ratas del tratamiento B el tamafio de la luz traqueal incrementd después de
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realizar la cirugia en comparacion al mostrado en la ET; al final del estudio el
incremento solo fue significativo en los grupos de CPVP (1.94 £ 0.21mm), PIRFE
(1.93 £ 0.51mm) y la combinacion de CPVP+PIRFE (1.91 + 0.09mm) en
comparacion con el de la ET y el de todos los grupos después del tratamiento

farmacoldégico (p < 0.001 ANDEVA, Tukey) (Gréfica 1) (Figura 4).

Diametro tomografico de la luz traqueal después del tratamiento
farmacolégico de la estenosis traqueal con y sin cirugia

milimetros
3

*k
25 *
ek
T *k
2 — _]'_
15
1
05
SANA ET 8SFSC CPVPSC mMC PIRFE CPVPSC+ SSF CPVP MC PIRFE CPVP +
PIRFE PIRFE
Sin traqueoplastia Con traqueoplastia

Grupos de estudio

X +EE
*p <0.001 ANDEVA, Dunnett. SANA vs ET , SSF SC, CPVP SC, MC, PIRFE,CPVP SC+PIRFE, SSF TRAQ, MCTRAQ.
**p< 0.001 ANDEVA, Tukey. CPVP TRAQ ,PIRFE TRAQ, CPVP TRAQ+PIRFE vs ET, SSF IM, CPVP SC, MC, yPIRFE.

Grafica 1. Diametro de la luz traqueal después de la produccién de la ET, postratamiento
farmacolégico y con cirugia combinado con el tratamiento farmacolégico.
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CONTROL

Figura 2. Corte coronal de TC en el que se observa el diametro de la luz en un animal antes de
producir la ET y una vez formada la ET.
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Figura 3. Corte coronal de TC en el que se observa el didmetro de la luz en un animal de cada
grupo de estudio después del tratamiento farmacolégico.
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Figura 4. Corte coronal de TC en el que se observa el diametro de la luz en un animal de cada
grupo de estudio después de realizar la traqueoplastia combinada con el tratamiento
farmacolégico.

7.3 Hallazgos macroscopicos

En ningan caso se observo presencia de dehiscencia, infeccion o la formacion de
fistulas, pero si se produjo ET. Ademas, en todos los casos en los que se aplico el
tratamiento A, el sitio de la anastomosis se observo inflamado vy fibrético; mientras
que después del tratamiento B solo mostraron inflamacioén y fibrosis los grupos de
SSF (1 B) y MC (Il B) (Figura 5y 6).

Macroscopicamente el rango de estenosis observado en los 50 animales fue de
grado 2 a 3 de acuerdo a la escala de Freitag. Posterior al tratamiento, los
animales tratados con SSF SC (I A) y SSF combinado con cirugia (I B) mostraron
ET grado 4 y 3 (respectivamente), lo cual fue significativo en comparacion con los

tratados con CPVP y PIRFE asi como con los tratados con CPVP mas PIRFE con
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y sin traqueoplastia (p = 0.001 Kruskall Wallis). Los animales tratados con MC con
y sin cirugia mostraron ET entre grado 2 y 3 (p > 0.05 Kruskall Wallis) (Cuadro 2)

(Figura 6).

Figura 5. Se observa la estenosis traqueal en forma de reloj de arena, a las 4 semanas post
aplicacion de Bleomicina.
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e
Figura 6. A) Estenosis traqueal sin tratamiento. Estenosis traqueal al final del estudio en los grupos

tratados con: B) SSF SC, C) SSF con traqueoplastia, D) CPVP con traqueoplastia, E) MC con
traqueoplastia, F) PIRFE con traqueoplastia y E) CPVP mas PIRFE con traqueoplastia.
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Grado de estenosis en cada grupo de estudio.

Grado O: Grado 1; Grado 2: Grado 3: Grado 4: Grado 5:

Sin <25% 25-50% 50-75% 75-90% 100%
estenosis

ET 0 0 20 30 0 0
Tratamiento A

SSF 0 0 0 0 5 0
CPVP 0 4 1 0 0 0
MC 0 0 3 2 0 0
PIRFE 0 3 1 1 0 0
CPVP-PRIFE 0 3 2 0 0 0
Tratamiento B

SSF 0 2 2 1 0 0
CPVP 0 *5 0 0 0 0
MC 0 1 2 2 0 0
PIRFE 0 *5 0 0 0 0
CPVP-PRIFE 0 *5 0 0 0 0

*p=0.0001 Kruskal-Wallis

Cuadro 2. Muestra el grado de ET macroscopico observada al final del estudio después del
tratamiento con los diferentes moduladores de la cicatrizacion con y sin cirugia

7.4 Hallazgos microscopicos

Al realizar el diagnostico de ET, los animales mostraron inflamacion severa en
comparacién con los otros grupos de estudio (p<0.001 Kruskall Wallis) (Figura 7B
y 8B). Al finalizar la aplicacion del tratamiento, los animales tratados con SSF (con
y sin cirugia) presentaron inflamacién de moderada a severa (Figura 7C y 8C);
mientras que los tratados solo con CPVP (Figura 7D y 8D), PIRFE (Figura 7F y
8F) y la mezcla de CPVP Y PIRFE (Cuadro 3) sin cirugia, presentaron inflamacion
moderada. El tratamiento quirdrgico combinado con el farmacoldgico mostré que
las ratas tratadas con CPVP desarrollaron inflamacion leve (p<0.001 Kruskall

Wallis), las tratadas con PIRFE en su mayoria no presentaron inflamacion
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(p<0.001 Kruskall Wallis) al igual que las tratados con CPVP + PIRFE. En los

grupos tratados con MC se observd que con y sin cirugia desarrollan inflamacion

severa (p<0.001 Kruskall Wallis) (Cuadro 3) (Figura 7E y 8E).

Cantidad de animales con cambios en el grado de inflamacion en cada grupo de

estudio.

Grado 1: Grado 2: Grado 3: Grado 4:

Ausente Leve Moderado Severo

(0-10%) (11-25%) (26-50%) (51-100%)
ET 0 0 1 4
Tratamiento A
SSF 0 0 2 *3
CPVP 0 2 *3 0
MC 0 0 1 *4
PIRFE 0 2 *3 0
CPVP+PRIFE 0 *3 2 0
Tratamiento B
SSF 0 1 2 2
CPVP 1 *4 0 0
MC 0 0 2 *3
PIRFE *4 1 0 0
CPVP+PRIFE *3 2 0 0

*p= 0.001 Kruskal-Wallis

Cuadro 3. Grado de inflamacién microscépica antes y después de la aplicacion de los

tratamientos.
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Figura 7. Micrografias que muestran el grado de inflamacién en la cicatriz traqueal en los animales
gue solo recibieron tratamiento farmacologico (Tratamiento A). A traquea sana B (ET), C (SSF IM)
y E (MC) se observa la inflamacion severa. D y F inflamacién moderada en los animales tratados

con CPVP y PIRFE. (H-E 40x).
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Figura 8. Micrografias que muestran el grado de inflamacién en la cicatriz traqueal en los animales
que se combiné el tratamiento quirdrgico con el farmacoldgico (Tratamiento B). A trdquea sana B
(ET), C (SSF TRAQ) y E (MC TRAQ) se observa la inflamacién severa. D y F inflamacion leve en
los animales tratados con CPVP TRAQ y PIRFE TRAQ. (H-E 40x).

En las muestras de ET, SSF y MC sin cirugia traqueal se observé fibrosis severa;
mientras que en los grupos tratados con CPVP y PIRFE sin cirugia fue de
moderada a severa con fibras de colagena gruesas y desorganizadas. Después
del procedimiento quirdrgico las ratas tratadas con SSF y MC desarrollaron fibrosis
moderada con el mismo tipo de fibras de colagena y leve los tratados con CPVP y
PIRFE (p < 0.001, 001 Kruskall Wallis) con fibras de colagena delgadas y

organizadas (Cuadro 4) (Figura 9y 10).
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Cantidad de animales con cambios en el grado de fibrosis en cada grupo de

estudio.

Grado 1: Grado 2: Grado 3: Grado 4:

Ausente Leve Moderado Severo

(0-10%) (11-25%) (26-50%) (51-100%)
ET 0 0 0 5
Tratamiento A
SSF 0 0 0 *5
CPVP 0 0 1 *4
MC 0 0 0 *5
PIRFE 0 0 2 3
CPVP+PRIFE 0 0 2 3
Tratamiento B
SSF 0 0 5 0
CPVP 0 5 0 0
MC 0 0 *5 0
PIRFE 0 5 0 0
CPVP+PRIFE 0 5 0 0

*p= 0.001 Kruskal-Wallis

Cuadro 4. Grado de fibrosis histoldégica en todos los grupos durante los diferentes tipos de

tratamientos.
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Figura 9. Micrografias que muestran el grado de fibrosis severa durante la ET y después del
tratamiento con los diferentes MDC. A) Sana, B) ET, C) SSF IM, D) CPVP SC, E) MC y F) PIRFE.
(Masson 40x).
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Figura 10. Micrografias que en las que se observa el grado de fibrosis durante la ET y después del
tratamiento con los diferentes MDC combinado con la reseccién y anastomosis termino-terminal del
segmento traqueal afectado. A) Sana, B) ET, fibrosis severa, C) SSF y E) MC fibrosis moderada,
D) CPVP y F) PIRFE fibrosis leve. (Masson 40x).

7.5 Hallazgos bioquimicos

Al evaluar la cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal, se
observdé que durante la estenosis, ésta se incrementé en todos los grupos de
estudio de manera importante en comparacion con sus anillos controles (p < 0.001
ANDEVA, Dunnett). Cuando recibieron el tratamiento farmacoldgico se observé
gue en los grupos tratados con SSF se incrementé en comparacion con todos los
grupos de estudio y con los valores mostrados durante la estenosis, pero este

incremento solo fue significativo en comparacion con los valores mostrados por los
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animales tratados con CPVP y PIRFE (p < 0.001 ANDEVA, Tukey). En los
animales del grupo de MC, la coladgena también se incrementé vs los anillos
controles (p < 0.001 ANDEVA, Dunnett), pero se mantuvo similar a la mostrada en
los anillos con estenosis después del tratamiento sin cirugia y disminuy6 después
de la cirugia, aunque este incremento no fue significativo (p> 0.05 ANDEVA). En
los grupos de CPVP y PIRFE se observé que se incrementd en comparacion con
la colagena observado en los anillos controles (p < 0.001 ANDEVA, Dunnett),
después del tratamiento con los diferentes MDC sin cirugia ambas se mantuvieron
similares a las de la ET. Después del tratamiento quirdrgico combinado con el
farmacoldgico hubo menor depdsito de colagena en comparacion con los otros

grupos de estudio y la ET (p < 0.001 ANDEVA, Tukey) (Grafica 2).

Colagena formada por gramo de tejido traqueal postestenosis, postratamiento farmacolégoco sin
cirugia y con tratamiento farmacoldgico con cirugia
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**p < 0.001 ANDEVA. Tukey CPVP TRAQY PIRFE TRAQ vs Estenosis. SSF. CPVP MC y PIRFE sin cirugia

Gréafica 2. Muestra la cantidad de colagena de neoformacion formada durante la estenosis y
después de la aplicacién de los diferentes moduladores de la cicatrizacion, solos o en combinacion
con la traqueoplastia.
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7.6 Hallazgos Inmunohistoquimicos

Expresion in situ del TGFg-1

En todos los grupos de estudio se incremento la expresion in situ del TGF -1 al
producirse la ET (p < 0.003 ANDEVA, Dunnett). Después del aplicar el tratamiento
farmacoldgico sin cirugia, en el grupo tratado con SSF se aumentd su produccion
vs al producido durante la estenosis y después del tratamiento con los diferentes
MDC con y sin cirugia, este incremento fue significativo en comparacion con el
tratamiento de CPVP, PIRFE y CPVP+PIRFE combinado con la cirugia (p < 0.005
ANDEVA, Tukey). El grupo de MC después del tratamiento farmacologico sin
cirugia presentd valores similares a los mostrados durante la ET y los grupos de
CPVP, PIRFE y CPVP+PIRFE sin cirugia (p > 0.05 ANDEVA, Tukey), después de
la cirugia disminuy6 vs la ET y todos los grupos sin cirugia (p >0.05 ANDEVA,
Tukey). Los grupos de CPVP, PIRFE y CPVP+PIRFE con traqueoplastia
expresaron menos TGFB-1 en comparacion con la ET, SSF con y sin cirugia, asi

como MC sin cirugia (p= 0.05 ANDEVA, Tukey) (Grafica 3) (Figura 12y 13).
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Expresion in situ del TGF-B1 post-aplicacion del tratamiento farmacolégico
cony sin cirugia

Pixeles
3000000
% *k
2500000 {_
2000000 ‘} ¢ m
1500000 {_ i
1000000
500000
0
SANA ET SSFSC CPVPSC MC PIRFE CPVP+ SSF CPVP MC PIRFE CPVP+
PIRFE PIRFE
Sin Traqueoplastia Con Traqueoplastia

Grupos de estudio
X tEE
*p=0.003 ANDEVA. Dunnett. ET vs SANA
*p=0.005 ANDEVA. Dunnett, Tukey. SSF vs SANA , CPVP, PIRFE y CPVP + PIRFE con cirugia
@p=0.005 ANDEVA. Dunnett, Tukey. CPVP. PIRFEy CPVP + PIRFE con cirugia vs ET. SSF cony sin cirugia. MC sin cirugia

Grafica 3. Se observa la expresion in situ del TGFB-1 en todos los grupos de estudio, durante la
estenosis traqueal y post-tratamiento con los diferentes moduladores de la cicatrizacion con y
combinado con la traqueoplastia.
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Figura 11. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal A) Sana, expresion leve y B) ET, expresion
severa.

Figura 12. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo en el que solo
se aplico el tratamiento farmacoldgico después de diagnosticar la ET. Muestra la expresion severa
de TGF-B1 en inmuno-tincién marron. A) SSF, B) CPVP SC, C) MC, D) PIRFE y F) CPVP + PIRFE.



56

Figura 13. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo, después de
realizar la traqueoplastia combinada con el tratamiento farmacologico después de diagnosticar la
ET. Muestra la expresion de TGF-B1 en inmuno-tinciébn marrén. A) SSF TRAQ, expresion severa,
B) CPVP TRAQ, expresion leve, C) MC TRAQ expresion moderada, D) PIRFE TRAQ, expresion
leve y F) CPVP + PIRFE TRAQ expresion leve.

Expresién in situ de fibronectina

Al evaluar la expresiéon in situ de la fibronectina, se observé un incremento al
momento de producir la ET (p < 0.0001 ANDEVA, Dunnett). Una vez que se
administré Unicamente el tratamiento farmacolégico, en el grupo de SSF ésta
aument6 su produccién en comparacion con el diagnostico de la ET y los otros
grupos de estudio; sin embargo, este aumento soOlo fue significativo en
comparacion con los grupos tratados con CPVP, PIRFE y la combinacién de

CPVP mas PIRFE con traqueoplastia. (p < 0.003 ANDEVA, Tukey). En los grupos
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tratados con MC, CPVP SC y PIRFE sin tragueoplastia los niveles expresados de
fibronectina fueron similares al de la ET (p > 0.05 ANDEVA, Tukey).

En todos los grupos tratados en combinacion con la cirugia, la expresion
disminuy6 en comparacion con la ET; pero, estos solo fueron significativos en los
grupos tratados con CPVP, PIRFE y CPVP mas PIRFE (p= 0.0001 ANDEVA,

Tukey) (Grafica 4) (Figura 15y 16).

Expresion in situ de fibronectina despues de la aplicacion de los moduladores
de la cicatrizacion con y sin cirugia
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Gréfica 4. Se observa la expresion in situ de fibronectina en todos los grupos de estudio, durante
la estenosis traqueal y post-tratamiento con los diferentes moduladores de la cicatrizacion con y
combinado con la traqueoplastia.
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Figura 14. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal A) Sana, expresion leve y B) ET, expresion
severa.

Figura 15. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo en el que solo
se aplicé el tratamiento farmacoldgico después de diagnosticar la ET. Muestra la expresion severa
de fibronectina en inmuno-tincién marrén. A) SSF, B) CPVP SC, C) MC, D) PIRFE y F) CPVP SC +

PIRFE .
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Figura 16. Fotomicrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo, después
de realizar la traqueoplastia combinada con el tratamiento farmacoldgico. Muestra la expresion de
fibronectina en inmuno-tinciobn marrén. A) SSF TRAQ, expresion severa, B) CPVP TRAQ,
expresion leve, C) MC TRAQ expresion moderada y expresion moderada en D) PIRFE TRAQ y E)
CPVP TRAQ + PIRFE.

Expresién in situ de elastina

Los hallazgos inmunohistoquimicos de la expresion in situ de elastina mostraron
un aumento durante la ET (p < 0.0001 ANDEVA, Dunnett) (Figura 17). En el tejido
de los animales del tratamiento A se observé que la cantidad de elastina
expresada en los grupos tratados con SSF y MC fue similar a la del momento de la
ET (p < 0.004 ANDEVA, Tukey), mientras que en los grupos tratados con CPVP,

PIRFE y CPVP + PIRFE se mostré6 una disminucion sin que esta fuera
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estadisticamente significativa. Con el tratamiento B observamos que en todos los
grupos hubo una disminucion de la expresion en comparacion con la ET; sin
embargo, esta solo fue significativa en los grupos tratados con PIRFE vy

PIRFE+CPVP (p < 0.0001 ANDEVA, Tukey) (Grafica 5) (Figura 18 y 19).

Expresion in situ de elastina despues de la aplicacion de los moduladores de
la cicatrizaciéon con y sin cirugia
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Grafica 5. Se observa la expresion in situ de elastina en todos los grupos de estudio, durante la
estenosis traqueal y post-tratamiento con los diferentes moduladores de la cicatrizacién sin y con
traqueoplastia.
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Figura 17. Micrografias de IHQ de elastina (40x) de tejido traqueal A) Sana, expresion leve y B)
ET, expresion severa.

Figura 18. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo en el que solo
se aplico el tratamiento farmacologico después de diagnosticar la ET. Muestra la expresion severa
de elastina en inmuno-tincion marrén. A) SSF, B) CPVP SC, C) MC, D) PIRFE y F) CPVP SC +

PIRFE .
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Figura 19. Micrografias de IHQ (40x) de tejido traqueal en un animal de cada grupo, después de
realizar la traqueoplastia combinada con el tratamiento farmacoldgico. Muestra la expresion de
elastina en inmuno-tincién marron. A) SSF TRAQ, expresion severa, B) CPVP TRAQ, expresion
leve, C) MC TRAQ expresion moderada y expresion moderada en D) PIRFE TRAQ y E) CPVP

TRAQ + PIRFE.
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8. DISCUSION.

En la actualidad existen diferentes opciones terapéuticas para el manejo de las
ET, los cuales se emplean de acuerdo a la localizacion de la lesion, gravedad del
caso, tipo de estenosis, el mecanismo por el que se haya producido y la presencia
de comorbilidades. La reseccion y anastomosis término terminal del segmento
traqueal estenosado, es la mejor opcién terapéutica y definitiva en la mayoria de
los casos; sin embargo, una de las complicaciones de este tipo de cirugias es la
re-estenosis traqueal, la cual es consecuencia de una respuesta inflamatoria
intensa, que provoca formacion excesiva de tejido de granulacion y fibrosis del
sitio anastomosado. Por este motivo, en los ultimos afios se ha intentado emplear
procedimientos alternativos centrados en modular la respuesta inflamatoria y la
produccién de factores de crecimiento como el TGF-B, depdsitos de colagena y
citocinas pro-inflamatorias del huésped a la lesion inicial. El farmaco més utilizado
para esto es la MC debido a su accion 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 (44-46, 78)
y otros farmacos moduladores de la cicatrizacion como la CPVP y la PIRFE para
evitarla. La CPVP ha mostrado buenos resultados en modelos de cicatrizacion
traqueal en animales, pero requiere de 4 aplicaciones intratraqueales por
traqueoscopia. Por otro lado, la PIRFE clinica y experimentalmente ha funcionado
para el tratamiento de fibrosis pulmonar, hepatica y cicatrices fibroticas en piel; sin
embargo, su uso no se ha probado en un modelo de estenosis traqueal. Por esta
razon el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de aplicacion topicay SC de

CPVP, MC topica y PIRFE VO sobre la produccion de TGF-B 1, fibronectina,
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elastina y de colagena macroscopica y microscépica en un modelo de estenosis
traqueal en ratas con y sin traqueoplastia.

Todos los animales de este estudio desarrollaron ET, debido a que se produjo un
efecto quimiomecénico, en el que la isquemia producida por la seccién de la
trAquea, asi como la irritacion producida por la bleomicina estimularon la
produccion de infiltrado inflamatorio que promovio los depdsitos de coldgena, que
con el tiempo evoluciono a fibrosis de la cicatriz (79), como lo descrito por Hillel et
al (72) quienes desarrollaron un modelo experimental de ET en ratones utilizando
bleomicina y cepillado de la mucosa traqueal.

Clinicamente, la presencia de estridor observada en todos los grupos de estudio
durante la primera y tercera semana después de haber producido la ET y post-
traqueoplastia fue porque el procedimiento quirirgico ocasiond una lesion, la cual
estimuld la presencia de inflamacibn 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 causo la
presencia de este signo (1). Mientras que la disnea severa observada en los
animales que no concluyeron el tiempo de estudio como en el caso de los grupos |
A, I By lll A, fue probocada porgue la inflamacién prolongada produjo fibrosis en el
sitio quirargico y la obstruccion al paso de aire (80).

Por otro lado, en el grupo Il B, la permanencia del estridor por 2 semanas y
disnea severa a la segunda semana fue debida a que la MC no tiene efecto anti-
inflamatorio e incluso a los 2 meses de su aplicacion, causa irritacion del sitio

lesionado, acumulacion de detritus fibrinoides, tejido de granulacion, asi como
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prevalencia de la inflamacién y por lo tanto la acumulacion de tejido cicatrizal
inmaduro en el sitio de la anastomosis favoreciendo la reduccion de la luz del
organo. Estos resultados coinciden con lo observado por otros autores que han
estudiado las complicaciones provocadas por la aplicacion tépica de MC en las
lesiones traqueales (3, 73, 81). Mientras que en los grupos Il B, IV By V B se
presentdé una mejor evolucién clinica debido a que ambos farmacos tienen
actividad antiinflamatoria y fibrinolitica (39,52,54). 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 (38) y también coinciden con lo
observado por Zhou et al. (82), quienes en un modelo murino de trasplante
heterotopico traqueal observaron que los animales tratados con PIRFE
desarrollaron menor inflamacion y fibrosis luminal.

Los hallazgos tomograficos, macroscopicos y morfométricos confirmaron que la
isquemia producida por el trauma quirdrgico y la irritacion de la blemocina
promueven la fibrosis del sitio traqueal lesionado y la ET (72,83). En todos los
casos de los animales tratados solo medicamente, la ET no se revirtié, pero en los
que fueron tratados con CPVP y PIRFE la ET se mantuvo y no evolucion6
probablemente porque ambos medicamentos ejercieron sus efectos anti-
inflamatorios y evitaron la progresion de la fibrosis como se ha observado en los
estudios de piel (52,54) y artritis reumatoide (84). Sin embargo, en este estudio los
mejores resultados se presentaron a las cuatro semanas, que a diferencia de otros
estudios éstos se observaron a los dos o tres meses (respectivamente. Por otro
lado, en los animales tratados quirdrgicamente en combinacion con CPVP vy

PIRFE sus efectos evitaron la re-estenosis. Ademas, en los grupos de SSF y MC
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se observé que la reduccion de la luz traqueal fue mayor porque ninguno de los
dos medicamentos tiene efectos antiinflamatorios y el proceso de cicatrizacion
siguié su curso normal y la ET evolucion6 de manera importante, lo cual
concuerda con lo observado por otros autores que han estudiado las
complicaciones provocadas por la aplicacion topica de MC en las lesiones
traqueales (3, 73,81).

Histologicamente, el dafio quirdrgico y la irritacidbn ocasionada por la bleomicina
promovieron la produccion de diferentes citocinas proinflamatorias y factores de
crecimiento profibréticos que desencadenaron la fibrosis de la lesién traqueal
(6,25). Por otro lado, el mayor desarrollo de fibrosis y mala organizacion de las
fibras de colagena en los animales que recibieron el tratamiento farmacolégico con
SSF y MC sin cirugia, posiblemente fue originado por que no tienen propiedades
anti-fibréticas y ademas la aplicacion de la MC, también ocasiona irritacion del sitio
lesionado e inflamacion prolongada, que favorece la fibrosis como lo han descrito
varios autores que han estudiado los cambios histopatoldgicos ocasionados por la
MC en oido (85), mucosa mastoidea (86), ojo (87) y traquea (88). En los grupos
tratados con CPVP, PIRFE y la combinacion de CPVP més PIRFE sin cirugia, en
los que la ET no evolucioné y se mostré similar a la del momento en que se
diagnosticd, probablemente fue originado porque ambos farmacos tienen
propiedades antifibréticas como lo han observado en estudios experimentales y
clinicos de piel en donde la CPVP permite que se recupere la arquitectura del
tejido con menor inflamacion y fibrosis (89), mientras que los animales tratados
con PIRFE mejoraron debido a que las propiedades del farmaco hacen que los

procesos fibréticos se detengan y no evolucionen como se ha observado en
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estudios de fibrosis de piel (60,61). Asi mismo, una fibrosis moderada con una
mejor organizacion de las fibras de colagena fue observada en los grupos II-A, 1V-
A, y V-A. Esto se atribuye a que, tanto la CPVP como la PIRFE inhibieron a las
citosinas proinflamatorias y profibrogénicas, lo cual reduce la fibrosis y promueve
la formacion de fibras de colagena organizadas como en los tejidos normales
(54,89). En lo que se refiere a los depdsitos de colagena en el tejido cicatrizal
post-estenosis traqueal y post-tratamiento farmacoldgico en los animales tratados
con SSF SC y MC (85-87) fue mayor porque persistié el proceso inflamatorio y la
produccién de coldgena, mientras que en los tratados con CPVP (52, 54) y PIRFE
(60,62-66,90) la produccion de colagena se detuvo debido a las propiedades
fibronoliticas y anti-fibroticas que tienen estos farmacos. Ademéas, en el
tratamiento quirdrgico combinado con algin MDC, los animales tratados con SSF
y MC mostraron mayor cantidad de colagena que los de CPVP y PIRFE, debido a
que estos Ultimos provocan cambios en el metabolismo celular y reduce la
produccién de citocinas pro-inflamatorias, asi como pro-fibrogénicas (91).

En las ET, que son cicatrices fibréticas, la expresion de TGF- 1 incrementé como
consecuencia de la prolongacion y/o exageracién de la fase inflamatoria de la
cicatrizacion, en la que el incremento de las citocinas proinflamatorias promueve la
expresion de este factor de crecimiento pro-fibrogénico (1,34,36,92,93). Después
del tratamiento farmacologico en todos los grupos y el tratamiento combinado en
los grupos de SSF y MC, la produccion del TGF-B 1 se mantuvo probablemente
porque en las cicatrices hipertroficas no solo hay mayor expresion de TGF- 1,
sino que ademas, tienen una expresion prolongada de los receptores del mismo,

en comparacion con las cicatrices normales. Esto sugiere que la expresion de este
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factor de crecimiento se mantiene por mas tiempo en comparacion con la
cicatrizacion normal, en las que la expresion de sus receptores disminuye durante
la fase de remodelacién, como lo describio Penn et al (24), en su revision del
papel de la familia del TGF-B en la cicatrizacion en quemaduras. Por otro lado, la
similar expresion de TGF-B1 observada al momento del diagnéstico de la ET vy
después del tratamiento farmacolégico, asi como la menor expresién del mismo en
los grupos tratados con CPVP probablemente fue ocasionada porque este
farmaco disminuye la produccion de citocinas pro-inflamatorias y pro-fibrogénicas
(91). Estos hallazgos coinciden con lo descrito por Krotzsch et al (54) quienes
evaluaron la expresion in situ de TGF-B1 por inmunohistoquimica en biopsias de
piel normal, con cicatriz hipertrofica y cicatrices hipertréficas tratadas con
inyeccion intradérmica por 8 semanas de CPVP y encontraron que la expresion de
este factor de crecimiento pro-fibrogénico disminuyé en las cicatrices tratadas con
CPVP comparadas con las no tratadas. Nuestro estudio coincide parcialmente con
lo descrito por ellos, ya que solo se aplico el tratamiento por 4 semanas de forma
SC. Los hallazgos de este trabajo también concuerdan por lo observado por
Furuzawa et al (59) quienes aplicaron CPVP en piel con cicatrices hipertréficas,
asi como con esclerodermia y reportaron que la expresion in situ de TGF-B1 y los
depositos de colagena disminuyen con su aplicacion. Por otro lado, con el uso de
MC no existen estudios en traquea en los que se haya evaluado la produccion del
TGF-B1; pero en un estudio realizado in vitro en cultivos de fibroblastos dérmicos
humanos se describié que este farmaco inhibe la expresion del mismo y disminuye
la expresion de colagena (94). Sin embargo, no coincide con lo observado en este

estudio debido a que no inhibié la produccion del mismo. En los grupos tratados
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con PIRFE se observé menor expresion de TGF-B1 porque es un farmaco que
tiene propiedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias y anti-fibroticas que evitan la
inflamacion prolongada, permiten la regulacion de la expresion de citocinas pro-
inflamatorias y pro-fibrogénicas, asi como la regulacién de la homeostasis entre la
sintesis y la degradacién de la coldgena en la MEC, como lo han observado varios
autores (95,96). Solo existe un estudio realizado en traquea, en donde en un
modelo de cicatrizacion traqueal en ratas observaron que tanto la CPVP, MC y
PIRFE disminuyen la produccién de este factor de crecimiento (51). Hasta la fecha
no se han realizado estudios en donde se evaliue el efecto del tratamiento
combinado de CPVP y PIRFE; sin embargo, los resultados obtenidos en este
estudio posiblemente se debieron a que ambos farmacos tienen propiedades anti-
inflamatorias y anti-fibréticas, las cuales, en conjunto, regulan la expresién de este
factor durante la ET y después de realizar la cirugia.

Por otro lado, el aumento en la expresion de fibronectina en las ET de todos los
grupos de estudio, se debié a que la prolongacién de la inflamacién durante el
proceso de cicatrizacion predispuso a la sobreproduccion de fibroblastos,
fibronectina, condroitin sulfato, depdsitos de colagena y fibrosis, como lo han
descrito varios autores que han estudiado la cicatrizacién fibrética de las heridas
en diferentes érganos (97-99). Mientras que el incremento en la produccién de
elastina posiblemente se presentdé porque al estar aumentado el TGF-B1, éste
inhibid la sintesis de la MMPs, la cuales son las encargadas de degradar a la
colagena y elastina como lo describieron Almine et al (21) y Sproul et al (22) al
estudiar las citocinas que regulan la formacion y degradacion de la elastina

durante el proceso de reparacion de heridas. Ademas de que los fibroblastos de
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las cicatrices queloides también producen altos niveles de elastina (100). En los
grupos que fueron tratados con SSF con y sin cirugia, se observd mayor expresion
de fibronectina y elastina como resultado de un proceso inflamatorio no controlado
que se presentd en estos animales. Por otro lado, en los animales que recibieron
CPVP SC o topica durante la traqueoplastia, asi como los que recibieron PIRFE y
la mezcla de ambos farmacos, la produccion de estas fue similar a la observada
durante la ET y menor después de la cirugia, posiblemente porque el efecto
antiinflamatorio de la CPVP regul6 la expresion de citocinas proinflamatorias y
fibrogénicas (IL-1B, TNF-a, TGF-B1, PDGF), células T y moléculas de adhesion
(ELAM-1, VCAM-1) (53,54), mientras que en los de PIRFE, esta actud
blogueando factores de crecimiento como el TNF-a y TGF-$ (60-66) y en los de la
mezcla posiblemente los farmacos hicieron sinergia. Finalmente, en los animales
tratados con MC, la expresion de fibronectina y elastina se incrementd durante el
tratamiento farmacolégico de la ET porque, aunque tiene efecto sobre los
fibroblastos, al no tener propiedades antiinflamatorias no evité la produccion de
mediadores quimicos proinflamatorios y profibrogénicos lo que favorecio el
desarrollo de coldgena y de estas proteinas como lo han observado otros autores
que han evaluado su uso en la cicatrizacion traqueal experimental (101). Posterior
al tratamiento quirdrgico la expresion de ambas proteinas disminuyd porque se
retird el segmento estenosado y se inicid un proceso inflamatorio mas leve en el
gue probablemente el efecto antiproliferativo que tiene la MC sobre los fibroblastos
a traves de la reticulacion del ADN, impidio la sintesis de ARN dependiente del
DNA vy redujo la proliferacion fibroblastica (102), asi como la expresion de

fibronectina y elastina; como lo describio Lee al estudiar los efectos de la MC
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sobre las propiedades tensiles de los conductos lacrimales de conejos a los que
les realizd una lesion con bisturi y observo en la cicatriz la formacion de fibras de

coldgena desorganizadas y pérdida de las fibras elasticas (103).

9 CONCLUSION.

Con los resultados de este estudio pudimos demostrar que el uso de CPVP,
PIRFE y su mezcla detienen la evolucién de la ET, disminuyendo la expresion de
TGF-B1, fibronectina, elastina y colagena durante la ET y postraqueoplastia en un

modelo de ET en ratas.
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