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Anticuerpo

Acido desoxirribonucléico

Anti-inflamatorios no esteroideos

Acido ribonuciéico mensajero

“Cluster Differentiation”

“Natural killer cells” o células asesinas naturales
Células mononucleares

Colagena tipo I y poliviniipirrolidona (mezcla)
Moléculas de adhesién celular

Complejo principal de histocompatibilidad
Dexametasona

Factor de crecimiento epidérmico

Region constante de la inmunoglobulina
Factor de crecimiento fibroblastico
“Intercellular adhesion molecule-1" o molécula de adhesidn

intercelular-1

Factor de crecimiento semejante a insulina
Interleucina-1

Linfocitos

Linfocitos de sangre periférica
Lipopolisacaridos

Macrofagos

Monocitos
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Paralisis Cerebral Infantil
Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Células polimorfonucieares

Secuencia Arg-Gli-Asp

TGF-B Factor de crecimiento transformante-p
TNF-a Factor de necrosis tumoral-a
VCAM-1 “Vascular Cell Adhesion Molecule-1” o molécula de adhesién celular
vascular
VLA “Very Late Activation Antigens” o antigenos de activacion tardia
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3. RESUMEN

El dafio al mesotelic puede dispararse por una variedad de condiciones, incluyendo
inmunoterapia intraperitoneal o crecimiento celular en respuesta a un antigeno persistente.
Estos efectos inducen la sintesis de mediadores solubles como el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF) secretado por las células peritoneales residentes y los leucocitos del
inﬁitradp inflamatorio en respuesta a la activacion local. Estos mediadores estimulan la
proliferacién de fibroblastos y el depdsito de coldgena, produciendo una alteracion permanente
de la arquitectura tisular peritoneal. Con base en lo anterior, el objetivo del trabajo fue
determinar el efecto de la colagena-Polivinilpirrolidona (clg-PVP) en la prevencion de
adherencias peritoneales en un modelo murino.

Previamente, se ha demostrado el efecto de la clg-PVP como un farmaco antifibrético y
fibrolitico por lo que estudiamos su participacion en adherencias peritoneales generadas
quirurgicamente en un modelo murino, empleando fragmentos de cuerno uterino derecho
fijados como implantes al mesenterio del cuerno y sobre una cufia realizada al ovario
izquier&o, lo que origind una fibrosis. Como hemostatico se aplico una esponja de clg-PVP. El
tratamiento consistié en una inyeccion intraperitoneal semanal con 0.2 m! del farmaco, durante
cinco semanas. Se obtuvieron muestras a las 12, 33, y 52 semanas posttratamiento, se
realizaron las tinciones histoldgicas tricrémica de Masson y de Herovici con las que se evalud la
presencia de infiltrados inflamatorios y el grado de vascularizacién. Ademas, se llevé a cabo un
analisis inmunohistoquimico del PDGF.

Los resultados obtenidos con la tincién de Herovici muestran que ias adherencias control
presentaron un infiltrado celular abundante hasta la 5° semana, mientras que en las tratadas

con clg-PVP fue menor y disminuyé con respecto al tiempo. En cuanto al grado de
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vascularizacion, las adherencias no tratadas presentaron un incremento considerable en el
nimero de vasos sanguineos en la 5° semana, mientras que las tratadas se mantuvieron sin
cambio con respecto al contol. Con respecto al contenido de colagena tipo III en el grupo
control no aumenté, mientras que en las tratadas incrementé a partir de la 12 semana.
Finalménte, la inmunohistoquimica para PDGF mostré que en las ratas sin tratamiento, las
células inmunorreactivas fueron abundantes en todas las muestras analizadas, mientras que en
las tratadas con clg-PVP se presentaron en menor cantidad, en todos los tiempos analizados,
con respecto a las control. Los resultados anteriores sugieren que la clg-PVP es capaz de

modular el recambio de la MEC del peritoneo v la inflamacion asociada a esta patologia.
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4, INTRODUCCION

EL PERITONEO

El peritoneo (Figura 1), se caracteriza por ser una membrana serosa extensa que limita la
cavidad abdominal y cubre drganos viscerales como el higado, el estémago, los intestinos y los
ovarios (Wingerd, B. 1988); se compone de una fina capa de tejido conjuntivo laxo cubierta por
una caba de mesotelio, tal como ocurre en el epiplon o el mesenterio (Fawcett, D. 1987). La
porcion del peritoneo que limita la superficie interna de la pared abdominal es el peritoneo parietal,
y la porcién que cubre los érganos, el peritoneo visceral. Asi, el espacio potencial entre las dos
porciones es la llamada cavidad peritonea/, que contiene normalmente una pequefia cantidad de

fluido que reduce la friccion entre los drganos viscerales adyacentes (Wingerd, B. 1988).

Eplitello de
revestimlento
superficlal

Lamina propia

Muscular de la
mucosa

= o

Capa muscular
propla

Serosa
(peritoneo)

FIGURA 1. Localizacidn del peritoneo a través de la pared del estémago 45x.
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Ademas de las membranas peritoneales, existen pliagues peritoneales. Estas extensiones del
peritoneo que crecen durante el desarrollo embrionario como el mesenterio ventral y el dorsal,
contienen una delicada red de fibras de coldgena y elastina, fibroblastos diseminados, macréfagos
(Mas), células cebadas y un numero variable de células adiposas. Estos mesenterios se diferencian,
en la rata adulta, de la siguiente forma (Wingerd, B. 1988):

El mesenterio ventral, que son los pliegues del peritoneo que se originan de la pared
abdominal, tales como el figamento falciforme, que se une del higado a la pared abdominal ventral
y el diafragma; y el omentum menor, que se extiende entre la curvatura menor del estomago vy el
higado.

El mesenterio dorsal, que son los pliegues del peritoneo que sujetan drganos asocliades a la
pared dorsal del abdomen, tales como: el mesogaster, que sujeta el estdmago; el mesenterio
propio, que sujeta el intestino delgado; el mesocolon, que sujeta el ovario en la mujer; y el
omentum mayor, que es una doble capa de peritoneo que se extiende de la curvatura mayor del
estomago hasta los intestinos.

Es importante hacer notar, que el epjp/dn se diferencia del peritoneo porque esta
membrana serosa, caracteristica de los mamiferos, esta formada por innumerables orificios, que la
reducen a un delicado encaje formado por haces de coldgena cubiertos por células mesoteliales.
Las areas finas y fenestradas contienen pocos o ningin vaso. En las dreas mas gruesas, donde el
epiplén es una lamina continua, los Mgs son numerosos. También hay muchos linfocitos (Lo)
pequefios y células plasmaticas y, ocasionalmente, eosindfilos y células cebadas. El nimero de Los
y de células plasméticas varfa considerablemente en diferentes especies animales. El epipion se
extiende hacia abajo, desde la curvatura mayor del estdmago, en forma de una cortina suelta o
velo dispuesto sobre {os intestinos. Este posee una gran importancia clinica en la limitacién de

procesos patolégicos de la cavidad abdominal. Cuando se opera a pacientes con una Ulcera
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recientemente perforada, el epiplon se adhiere localmente a la pared de! estomago por lo que se
cierra la abertura. De modo semejante, el epiplon se adhiere a los sitios de inflamacidn y tiende a
limitar el proceso, de tal manera, que se forma un absceso localizado en lugar de una peritonitis
generalizada, a menudo fatal. Ademas de la proteccidn proporcionada por la adherencia del
epipldn, las células libres de su tejido conjuntivo constituyen una importante reserva moévil para
combuatir las infecciones de la cavidad peritoneal (Fawcett, D. 1987).

Normalmente el volumen de exudado seroso en las cavidades del cuerpo es pequeno, pero
en circunstancias patoldgicas puede aumentar enormemente. Contiene células inmersas de
naturaleza muy variada, entre las que se incluyen a: (1) los Mgs, que proceden del epiplon y que
migran a la cavidad; (2) las células mesoteliales descamadas, que mantienen su forma plana o que
se han redondeado; (3) los Los pequefios, cuya inmensa mayoria ha migrado desde los vasos
sanguineos del epipién; (4) los leucocitos eosindfilos, que son de origen hematico; (5) las células
cebadas libres, que son particularmente abundantes en los exudados serosos de ratas y ratones; y
(6) gran nimero de leucocitos de tipo neutrdfilos, en los exudados inflamatorios patolégicos

(Fawcett, D. 1987).
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LA INFLAMACION Y LA REPARACION MESOTELIAL

La inflamacién posttrauma se manifiesta por un infiltrado local de leucocitos, edema y
neovascularizacién, que es parte integral de la reparacion postquirlrgica (Figura 2). DiZerega, G.
1994). Asi, diversos investigadores han estudiado la regeneracion del peritoneo parietal y visceral
en la rata, evaluando el proceso de reparacion a través de microscopia electronica (Waters,W.
1972, Ryan, G. 1973; Raftery, A. 1973). Estos estudios mostraron que tras 11 horas del dafo,
numerosos leucocitos polimorfonucleares (PMNs) se observaron enganchados entre los hilos de
fibrina. De igual forma, escasos infiltrados inflamatorios se visualizaron en lo profundo de la herida.
Desde las 24 hasta las 36 horas después del dafio, el numero de células, principalmente Mgs, se
incrementd en la parte superficial de la herida. Alrededor del segundo dia, la mayor parte de ésta
se cubrid por una capa de Mgs asentados a través de una matriz de fibrina bien definida. También
dos tipos celulares adicionales se observaron en la superficie de la herida: un tipo celular
mesenquimatico se presenta escasamente en la base de la herida, y pequefios acinos de células
mesoteliales. Tres dias después del daio, el nimero de células mesenquiméticas presentes, en la
superficie se incremento; aunque los Mgs siguieron siendo el tipo cefular prevalente. Al cuarto dia,
las células mesenquimaticas se pusieron en contacto, unas con otras, en la superficie de la herida.
Al quinto dia, la reparacion parecié completa en algunas areas superficiales, debido a que se
presenté una capa de células mesoteliales; sin embargo, en otras areas la reparacién fue menos
avanzada. Del quinto al sexto dia, el nimero de Mgs en la superficie de la herida disminuyd. Al
séptimo dia después de la cirugia, la apariencia de la herida se observé muy semejante al dia seis,
a excepcion de una membrana basal discontinua que hasta ese momento se evidencié por debajo
de las células mesoteliales, cubriendo el peritoneo parietal y el cecum. En en el octavo dia una

capa continua de células mesoteliales cubrid la herida superficial.

ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO DEL EFECTO DE LA CLG-PVP EN ADHERENCIAS 10
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ELEMENTOS CELULARES EN LA REPARACION PERITONEAL
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FIGURA 2. Cambios en el nimero relativo de elementos celulares y fibrindlisis {fibrina) en el
sitio de dafio peritoneal, en ratas adultas, al tiempo de la reepitelizacidn. Los principales elementos
celulares que controlan la reparacién peritoneal son los Mgs, los cuales aparecen en gran nimero uno o
dos dias despusés de la cirugia. El Mg estd relacionado con la regulacidn de los fibroblastos y las funciones
celulares mesoteliales. Alrededor del segundo dia, las células mesoteliales se presentan en gran ndmero
sobre la lesién peritoneal. Por el dia 6 6 7 después del dafio quirirgico, vitualmente toda la lesidn

peritoneal se cubre por, al menos, una capa de células mesoteliales. (DiZerega, G. 1994).
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LA REEPITELIZACION PERITONEAL

En 1919 se demostrd que la reparacion peritoneal era distinta a la de piel (Figura 3). Asi, se
observo que cuando un dafio se efectuaba en el peritoneo “la superficie entera llega a reepitelizarse
simultdneamente, y no graduaimente, de los bordes como en una reparacién epidermal” (Hertzler,
A. 1919). Aiun cuando la multiplicacién y la migracion de células mesoteliales del margen de la
herida contribuyen al proceso reparativo, éstas no juegan un papel predominante. El nuevo
mesotelio esta constituido principalmente de células epiteliales que se adhieren a través de Ia
superﬁcie de la herida y entonces proliferan. En consecuencia, las grandes heridas peritoneales se

reepitelizan tan rapido como las pequefias.

FIGURA 3. El posible origen de un nuevo mesotelio incluye a tres tipos celulares: (1)
Células mesenquimaticas primitivas presentes en la periferia del dafio; (2) Células mesenquimaticas
primitivas en vias de diferenciacion hacia fibroblastos y (3) Fibroblastos subperitoneales que, en su casq,
se originan de los fibroblastos diferenciados, pero inactivos, dentro el tejido conjuntivo perivascular
(diZerega, 1954).

En general, se ha reportado que la reparacién del mesotelio se lleva acabo en 5 6 6 dias

cuando se trata del peritoneo parietal (Ellis, H. et al, 1965. y Hubbard et al. 1967). Cuando el
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defecto peritoneal va dede los 2 X 2 o hasta los 0.5 X 0.5 cm, éstos son cubiertos completamente

por una lamina continua de mesotelio 3 dias después de la herida (Ellis, H. 1962).

LAS ADHERENCIAS PERITONEALES Y SUS ETIOLOGIAS

La palabra adherencia se deriva del latin adhaerere, que significa estar unido. La
adherencia se define como la unién congénita o cicatrizal de la membrana serosa con algin drgano
visceral contiguo, normalmente independiente (Garnier, M, 1981) (Figura 4).

En la actualidad, clinicos e investigadores estdn de acuerdo en que la formacion de las
adherencias postquirdrgicas son comunes después de una cirugia pélvica (Fabri, P. 1991} y que
éstas, en general, son un problema importante clinicamente, ya que producen infertilidad y
obstruccion intestinal (Duffy, D. 1996). Otras eticlogias por las que se dafia el mesotelio y se
desarrollan las adherencias son ia inmunoterapia intraperitoneal (Urba, W. 1989; Steis, R. 1990),
las didlisis peritoneales (Gandhi, V. 1980; Daurgida, J. 1986), y el crecimiento celular (Friemann, J.
1990; Viasveld, L. 1992).

En los Gltimos afos, el interés en la prevencion de las adherencias peritoneales se inclind
hacia la investigacion multidisciplinaria lo que reforzé los conocimientos y acentud la comprension
de las mismas. Los estudios recientes demuestran, concluyentemente, que las técnicas
microquirurgicas por si solas, no previenen la formacion de adherencias, ya que éstas se detectan
postoperatoriamente por ejemplo, la incidencia de la formacién de adherencias postoperatorias,
mostré en un estudio, que después de una adhesidlisis laparoscopica en 68 pacientes, 66 incidieron
al desarrollo de adherencias, es decir, un 97.1% de los pacientes las presentaron y un 2.9% no

presentaron adherencias pélvicas después de la operacion inicial. (Diamond, M, 1991).
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FIGURA 4. Observacién de la adherencia formada a través de una laparotomia.

La reformacion de las adherencias es citada por diversos autores y sus resultados muestran
que los pacientes, después de ser sometidos a una segunda adhesidlisis con laparoscopia, reforman

adherencias con un porcentaje de un 55% a un 100% (Tabla 1).

. TIEMPODEL . . NUMERODE -’

* PROCEDIMIENTO . . . PACIENTES .~ ADHERENCIAS® = -

Diamond et al. 1-12 semanas 106 91 (86)

DeCherney y Mezer 4-16 semanas 20 15 (75)
. 1-3 afios 41 31(76)

Surrey y Friedman 6- 8 semanas ) | 22 (71)
26 meses 6 5(83)

Pittaway et al, 4-6 semanas 23 23 {100)

Trimbos- Kemper 8 dias 188 104 (55)
Daniell y Pittaway 4-6 semanas 25 24 (96)

TABLA 1. Adherencias detectadas en una segunda observacién®.
4 Tomado de Diamond et al. 1991.

+ Los valores en paréntesis representan el porcentaje.
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En el drea de la investigacion cientifica, asi como en la industria farmacedtica un gran
esfuerzo se ha dedicado a tratar de mejorar la reparacion peritoneal, a través de la identificacion de
farmacos y materiales biocompatibles que disminuyan la formacion de las adherencias y en general
reducir la relacién costo/paciente. Asi, entre los avances en el campo principalmente, se pueden
mencionar cinco:

1. Los mecanismos fisiologicos de la reparacién peritoneal, que se definen ahora a nivel
anatémico, bioquimico y molecular.

2. El financiamiento para la prevencion de enfermedades cronicas, que se contempla por
proveedores de servicios de salud y agencias financieras gubernamentales para el cuidado de
la salud.

3. El complejo médico-industria, que concibe beneficios en el descubrimiento de mas modalidades
para reducir el costo de enfermedades cronicas y, por lo tanto, producir apoyo a la
investigacion.

4, El desarrollo de nuevos agentes farmacolégicos, a través del adelanto en la biologia molecular
que aumentan la reparacion tanto de heridas agudas como crénicas.

5. Las técnicas quirGrgicas reconstructivas, que han cambiado drasticamente (Clark,]. 1988).

MECANISMO DE FORMACION DE LAS ADHERENCIAS

E! mecanismo de formacion de las adherencias comienza por una variedad de causas
mencionadas anteriormente, que principalmente originan un daio al mesotelio, el cual desarrolla
una respuesta inflamatoria en la superficie serosa (peritoneo) con una consecuente pérdida de
mesotelio. Posteriormente, se incrementa la permeabilidad de los vasos sanguineos en el tejido
traumatizado y se produce una salida de exudado serosanguineo rico en células inflamatorias. Este

exudado coagula en un periodo de 3 horas. Normalmente, la mayoria de las matrices de fibrina
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formadas llegan a lisarse algunos dias después de su formacion. Asi, la patogenia de las
adherencias peritoneales estd directamente relacionada con aquellos factores que dificultan la
degradacion de las matrices fibrinosas, es decir, por una inadecuada fibrindlisis. (Holtz,G. 1984).

En una remesotelizacién se observa una actividad fibrinolitica adecuada, donde el
peritoneo normal presenta activadores de plasmindgeno localizados en el mesotelio y en los vasos
sanguineos submesoteliales. Estos activadores convierten al plasmindgeno, que se presenta en la
sangre y en el exudado fibrinoso, en plasmina, una enzima degradativa de la fibrina. Por lo que la
actividad fibrinolitica de las células mesoteliales les permite penetrar y lisar las adherencias
fibrinosas.

En el caso de la formacidén de adherencias se presenta una actividad fibrinolitica
tnadecuada a la cual se le pueden argumentar dos daifios peritoneales intraoperativos comunes, una

es el secamiento de la_serosa y otro es el contacto con la sangre. Asi, cuando ambos dafios se

presentan concurrentemente, se forman las adherencias, ya que el secamiento de la serosa puede
causar dafio histolégico, pero raramente induce la formacion de adherencias y, similarmente, en
ausencia de un daio seroso; la sangre sin coagular no induce la formacion de adherencias. Otro
argumento por el que existe una inadecuada actividad fibrinolitica son los productos de la sangre
que proveen una fuerza adicional a la fibrina donde, los elementos celulares hacen que la lisis de la
fibrina se realice con mas dificultad. Ademas las plaquetas pueden jugar un pape! importante
estimulando la reaccion inflamatoria serosa y la subsecuente migracién y proliferacion de

fibroblastos (Figura 5).
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FIGURA 5. Procesos de remesotelizacién o formacién de adherencias después de un
dafio peritoneal.

LA MORFOGENESIS DE LAS ADHERENCIAS

Algunos autores han descrito las caracteristicas morfolGgicas e histoldgicas de la formacion
de adherencias quirdrgicas en ratas, donde se usaron técnicas de microscopia de iuz y electrénica
(Miliigan, D. 1974, Raftery, A. 1980). Ellos han comparado el crecimiento de adherencias del
higado, cecum y uniones ceco-ileales usando técnicas de abrasion y de franjas para crear defectos

peritoneales bien delimitados.
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En la actualidad, ia descripcién de la formacion de las adherencias propuesta por diZerega,
resulta ser la mas completa. Estas comienzan con el establecimiento de una matriz de fibrina que
se presenta tipicamente durante la coagulacion. Del primer al tercer dia, la adhesién esta
compuesta de una variedad de elementos celulares inmersos en una matriz de fibrina (Figura 6).
Esta matriz es gradualmente reemplazada por tejido de granulacidén vascular que contiene Mgs,
ﬂbroblaétos y células gigantes. A corto tiempo, no hay evidencia de adhesion de células
mesoteliales hacia la superficie de la adherencia. Al cuarto dia, la mayoria de la fibrina se hidroliza y
se presenta un gran numero de fibroblastos y un aumento en la cantidad de colagena. Después del
cuarto dia, los Mgs son los leucocitos predominantes en la matriz de fibrina residual, junto con
algunos fibroblastos. Al quinto dia, esta matriz esta generalmente organizada con diferentes haces
de colégena, fibroblastos y células cebadas. Ademas, se observan pequefios haces vasculares que
contienen células endoteliales. En el transcurso del quinto al décimo dia, los fibroblastos llegan a
orientarse linealmente dentro de la adherencia mientras la organizacion y depésito de coldgena se
incrementa. A las dos semanas, las células presentes son predominantemente fibroblastos. Y de
uno a dos meses después del dafio, las fibrillas de colagena se organizan en discretos haces
interpuestos por fibroblastos de forma espinosa, junto con algunos Mps (diZerega, G. 1994).

En el caso de la formacién de una adherencia madura esta se caracteriza por ser una banda
fibrosa que frecuentemente contiene pequefios nddulos de calcificacion. Ademas, éstas contienen
vasos sanguineos y fibras de tejido conjuntivo, incluyendo elastina, que por lo general se extienden
y son cubiertas por mesotelio. Estos efectos son los que dan lugar a la elaboracién de mediadores
secretados por células peritoneales residentes (Mgs primordialmente) y leucocitos del infiltrado
inflamatorio en respuesta a la activacién local. Estos mediadores que incluyen al factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante 8 (TGF-8),
estimulan la proliferacién de fibroblastos y el depésito de colagena (Kovacs, E. 1991), dando lugar

a una alteracion permanente de la arquitectura peritoneal.
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ELEMENTOS CELULARES EN LA FORMACION DE LA ADHERENCIA
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FIGURA 6. Elementos celulares en la formacion de la adherencia. A partir del dafio
peritoneal se forma inmediatamente la matriz de fibrina y las células PMNs se presentan en gran nimero
a lo largo de toda la cirugia. Su nimero aumenta rapidamente en funcién del dafio. El aumento acelerado
en el numero de PMNs y la cantidad de fibrina resalta la importancia de la prevencién de la formacién de

adherencias transoperatoria y postoperatoriamente (diZerega, G. 1994).

EL PROCESO INFLAMATORIO EN LAS ADHERENCIAS

A diferencia de algunos organismos inferiores como los lacertilios que sanan por
regeneracion, los humanos sanan preferentemente a través de mecanismos reparativos
relacionados con la inflamacion, depdsito de proteinas de matriz extracelular y remodelacién de la
cicatriz (Clark, ). 1988). Debido a que en la actualidad existen agentes que son capaces de

modificar la reparacién de heridas humanas mejorando los procesos de inflamacién y cicatrizacion,
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es necesario conocer detalladamente las caracteristicas importantes de estos mecanismos.

En la inflamacion, la respuesta del cuerpo a un dafio esta caracterizada por el incremento
del flujo sanguineo hacia el 4rea afectada para diluir potencialmente los agentes tdxicos,
posteriormente se presenta un incremento de la permeabilidad capilar que facilita la transvasacion
de grandes moléculas a través del endotelio y la migracion de leucocitos {primeramente neutrofilos
y en menor cantidad, Mgs) fuera del sistema circulatorio hacia los alrededores del tejido, para
remover desechos y restaurar la actividad y estructura del tejido. La duracion y magnitud de la
respuesta inflamatoria dicta el resultado final. Si el tejido es daiado severamente y la respuesta
inflamatoria es prolongada, la restauracion de la arquitectura y la funcidn del tejido puede ser mas
dificil. (Kovacs, E. 1994). Histolégicamente, el primer tipo celular que se presenta en el sitio de
inflamacion es el neutrdfilo. La infiltracidn neutréfila aguda es sequida por una invasion de Mgs y
Los. Este evento marca el comienzo de la inflamacidn crénica, la cual es de larga duracion y
comprende muchos tipos diferentes de células sanguineas y del tejido conjuntivo, incluyendo Los y
fibroblastos (Kovacs, E. 1994).

Asi, se puede decir que la inflamacién es el proceso por el cual los leucocitos y material
derivado del suero son dirigidos al sitio del dafio. En la piel por ejemplo, la inflamacion es
caracterizada por enrojecimiento y edema. Donde, factores de coagulacion, asi como factores que
alteran la permeabilidad vascular, permiten facilitar vasodilatacion e incremento células sanguineo
en el area afectada, aumentando la permeabilidad de los capilares y la migracion de células
efectoras del sistema circulatorio al sitio de lesién.

La respuesta inflamatoria puede dividirse en varios estadios que se superponen:
vascularidad aguda, celularidad aguda, celularidad cronica y resolucion. Esta respuesta es disparada
por trauma, infeccion, necrosis tisular o reaccién inmune, la cual permite la dilatacion de vasos
sanguineos causando la salida del fluido de las arteriolas precapilares. Los cambios agudos en el

patrén de flujo sanguineo permiten la adhesion de neutrdfilos a lo largo de la superficie vascular de
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las células endoteliaies, seguidas por la migracion directa de éstos a traves de una monocapa de
células endoteliales hacia el tejido conjuntivo, Dependiendo del grado de infeccion o dafio del
tejido, este proceso puede ser suficiente para remover desechos y restaurar ia estructura del tejido.
Sin embargo, un infiltrado inflamatorio cronico de Mgs y Los es usualmente necesario para
remover bacterias y tejido necrético. Cuando el dafio es mas extenso, el tejido es reemplazado en
la fase de resolucion por tejido cicatrizal, como resultado de la proliferacion de fibroblastos y del
depgsito de proteinas del tejido conjuntivo.

En particular los Mgs aislados de heridas dérmicas en modelos animales han presentado la
capacidad de estimufar la formacién de nuevos capilares (angiogénesis), sintesis de colagena y
fibroplasia. La habilidad de los Mgs activados para inducir angiogénesis como fibroplasia esta
mediada, principalmente, por la secrecién de factores de crecimiento y otras proteinas que inducen
la proliféracién celular y [a sintesis de proteinas. (Diprieto, L. 1995)

Los andlisis histoldgicos revelan que los leucocitos mononucleares y los PMNs estan
presentes en el tejido inflamatorio, debido a un elemento clave en el proceso inflamatorio: la
quimiotaxis, que es la migracién dirigida de leucocitos del sistema vascular a través de factores
quimiotacticos que son generados en el sitio de la inflamacion y difundidos radiaimente.

Una gran variedad de agentes pueden ser quimiotacticos para los leucocitos, entre los que
se incluyen los péptidos formilados, los leucotrienos B4, la trombina, el TGF-B, los péptidos
quimiotacticos de monocitos (Mos), las proteinas de tejido conjuntivo como la fibronectina, ia
colagena, la laminina, y fragmentos de elastina. Asi como los agentes de origen sanguineo y
componentes de fragmentos de membranas basales pueden atraer células al espacio extravascular
(Kovacs, E. 1994).

La migracion celular dirigida por factores quimiotacticos se lleva a cabo mediante las
moléculas de adhesion celular (CAM), las cuales son requeridas para que las células migren a

través matrices extracelulares y las monocapas de celulas endoteliales. Mientras que las células
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endoteliales se adhieren unas con otras por complejos de unién, los leucocitos usan una serie de

proteinas de superficie celular o CAM, las cuales juegan un papel importante en los procesos de

crecimiento, proliferacién, migracién, diferenciacién celular, y otros. (Albeda, S. 1990).

Dentro de los principales receptores de adhesion que se detectan en las células del sistema
inmune, se agrupan tres grandes familias, que se describen brevemente a continuacion:

1. La familia de las Integrinas: comprende a un grupo de glicoproteinas heterodiméricas
transmembranales, aparentemente heterogéneas, que fueron denominadas asi debido a su
funcién integradora de las células con la matriz extracelular en el tejido conjuntivo. Las
integrinas estan constituidas por una cadena P y una o asociadas de manera no covalente; se
conocen 7 cadenas B (1 a 7) y al menos 12 cadenas a (ol a 8, al, aM, aX y aV). Existe una
asociacion preferencial de algunas cadenas a con ciertas B, lo que da lugar a la formacién de 3
subfamilias: cuando la cadena p1(CD29) se asocia a las cadenas al a la 8 genera /a subfamilia
de las integrinas p1 o VLA (Very Late Activation Antigens); cuando la cadena p2 (CD18) se
asocia a las cadenas al, oM, y aX se constituye /@ subfamilia de /as integrinas p2 o
leucocitarias y por Gltimo, la B3 se asocia preferencialmente con aV (CD41/CD51) que se
denomina subfamifia p3 o de las citoadhesinas. Las integrinas B1 se expresan casi en todas las
céluias del organismo, a excepcién de los neutrdfilos. Entre sus funciones se incluyen el
reconocimiento de los componentes de la matriz extracelular, uniéndose cada una a mas de un
ligando; por ejemplo, !a adhesién de la VLA4 participa en la union de las células T CD8", los
Mgs y los eosindfilos a la fibronectina, por un lado y por el otro, a las células endoteliales
activadas, a través de la molécula VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1), una
glicoproteina perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas, Finalmente, la activacion
celular, como en el caso de la interaccion de VCAM-1/VLA4, que induce sefiales de
coestimulacién en la activacion de las células T mediada por su receptor (TCR). Las integrinas

B2 se expresan unicamente en los leucocitos, por lo que se les ha denominado integrinas
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leucocitarias. Sus funciones incluyen la actividad citotéxica mediada por las células NK y la
dependiente de anticuerpos (Acs), la funcidén cooperadora de las células T, la unidn de fos
leucocitos al endotelio, la presentacion antigénica, la agregacion, la migracion y la quimiotaxis
leucocitaria, la opsonizacion y fagocitosis, asi como la interaccion leucocitaria con superficies
recubiertas de proteinas séricas. La subfamilia B3 se expresa principalmente en ias plaquetas.
Posee funciones de reconocimiento en ligandos de la matriz extracelular con la regién RGD
tales como la fibronectina, el fibrindgeno, el factor de Von Willebrand, la vitronectina, la
trombospondina, la osteopontina y la coldgena (Furuzawa-Carballeda, 2. 1995).

2. La familia de las selectinas: son lipoproteinas transmembranales con una estructura peculiar
{Un dominio tipo lectina, otro tipo factor de crecimiento epidérmico y de 2 a 9 dominios tipo
factor del complemento) que se expresan en la membrana de los leucocitos, las plaquetas y las
células endoteliales. Se han descrito 3 tipos de selectinas, la L-selectina (LAM-1 gp90MEL, Mel-
14, Leu 8, LECAM-1), la E-selectina (ELAM-1, LECAM-2) y la P-selectina (CD62, PADGEM, GMP-
140, LECAM-3); |a primera se expresa constitutiQamente en la mayor parte de los leucocitos, ios
Mos, las células T, los PMNs y otras células mieloides, la segunda lo hace en el endotelio
activado y la tercera se detecta en las plaguetas y en las células endoteliales. Los ligandos que
se unen a las selectinas son principalmente oligosacaridos que se encuentran en la membrana
de diversas células. La E-selectina y la L-selectina inducen la adhesién de los Los vy los
granulocitos a las células endoteliales mediante el fenémeno de rodamiento (rolling) a lo largo
de las paredes de la microvasculatura, éste es el paso inicial en la migracién de los leucocitos a
través de los endotelios. La P- selectina se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las
célufas endoteliales y en las plaquetas se localiza en ias membranas de los grénulos densos, por
lo que es capaz de mediar las interacciones entre éstas y los leucocitos y posiblemente también
entre las células endoteliales y los leucocitos (Furuzawa-Carballeda, ). 1995).

3. Las moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas: son glicoproteinas que
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comprenden a un grupo importante de moléculas que poseen regiones que semejan a las de los
dominios de las inmunoglobulinas. Se expresan en los Los, asi como en otras células, e
incluyen al CD2 (LFA-2), el LFA-3, la ICAM-1 6 CD54, la ICAM-2, el CD4, el CD8, el compiejo
Receptor de Células T (TCR)/CD3, la VCAM-1 y las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) | y Ii (Furuzawa-Carballeda, J. 1995).

La adhesion de leucocitos a la superficie celular endotelial y su migracion fuera del sistema
vascular hacia el espacio intersticial, requiere de las CAMs. Los neutréfilos, por ejemplo, expresan
MAC-1 o LFA-1, los cuales pueden interactuar con ICAM-2. Lta molécula de adhesion celular
endotelial que se une a Mel-14/LAM-1 es desconocida. Los Los que tienen relacién con LFA-1
pueden también unirse a células que expresan ICAM en células endoteliales. (Albeda, S. 1990).

Para iniciar la reparacién de una herida, las plaquetas se unen a productos de la matriz
extracelular, presentes después de un dafio al endotelio. La activacién de la cascada de coagulacion
estimula la unidn de nuevas plaquetas que se desgranulan y liberan trombina y TGFB. Por ejemplo,
la expresion de los receptores de fibronectina en queratinocitos, facilitan la migracidn de éstos a
través de las moléculas abundantes de fibronectina en las heridas. Los neutrdfilos, a su vez,
pueden adherirse a las superficies de células endoteliales de los capilares y pasar a través de las
uniones celulares de vénulas postcapilares en respuesta a sefiales quimiotacticas especificas. La
necrosis se dispara por la liberacidn de enzimas hidroliticas y metabolitos activos de oxigeno de los
neutrdfilos. Asimismo, ia trombina y el TGFB juegan también un papel importante en la inflamacion
crénica, estimulando la expresion de integrinas en la superficie de Mgs y fibroblastos, los cudles
facilitan su infiltracion al sitio del dafio (Kovacs, E. 1994). Estos ejercen directamente efectos en el
tejido blanco a través del contacto celular o, indirectamente, a través de mediadores como citocinas
y eicosanoides (Kovacs, E. 1994).

Ademas de las citocinas, otros mediadores no peptidicos son producidos por las células

efectoras, como lo son los productos del metabolismo del acido araquidénico durante el proceso
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inflamatorio (incluyendo las prostanglandinas, leucotrienos y tromboxanos). Estos se originan a
partir de la ruptura de la membrana fosfolipidica en su mayoria, sino es que en su totalidad, por las
células que participan en la respuesta inflamatoria, entre las que se incluyen a las células de origen
inmune o no inmune.

El metabolismo del &cido araquiddnico puede dividirse en dos rutas, la de la ciclooxigenasa
y la de la lipooxigenasa. El papel de las prostanglandinas, productos de la ruta de la ciclooxigenasa,
se ha estudiado en varios laboratorios demostrando que la E2 (PGE2) regula ia produccion de
interleucina-1 (IL-1) y del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a). Los estudios reportan la
produccidn tanto de citocinas como de PGE2, sugiriendo un posible papel autécrino o paracrino
para los metabolitos del &cido araquiddnico en el control de la expresion de los genes de la IL-1y
el TNF-a. Ya que las prostanglandinas inducen a las citocinas y éstas a su vez inducen a las
prostanglandinas, lo completa un ciclo de regulacién autécrina entre ambas (Kovacs, E. 1994).

En las células cebadas, la histamina es el principal mediador preformado. Su sintesis se lleva
a cabo a partir de la histidina y por una enzima encontrada en el citoplasma de las células cebadas
y de los baséfilos. Sus funciones son mediadas a través de dos clases distintas de receptores, los
H1 y H2, en donde, los efectos inflamatorios vasculares son transducidos a través de receptores H1
de células musculares lisas y los efectos antiinflamatorios a través de receptores H2. (Kovacs, E.

1994).

EL FACTOR DE CRECIMIENTO DERIVADO DE PLAQUETAS

Debido a gue el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es uno de los muchos
factores polipeptidicos que controla el crecimiento, diferenciacion y activacién de una variedad de
células como los Mgs, fibroblastos y células endoteliales, los cuales participan en actividades tan
diversas como la reparacién de tejidos blandos, de hueso y la regeneracion epitelial, es importante

resaltar que algunas de las actividades pueden resultar de la interaccion del PDGF con otros
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factores de crecimiento, tales como el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el TGF-p y e factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF),
los cuales ademds de relacionarse funcionalmente parecen interactuar y afectar procesos
fisiolégicos normales como la reparacion de heridas, la morfogénesis y la embriogénesis, 0 procesos
patolégiéos como las respuestas fibrosas asociadas a respuestas inflamatorias como la fibrosis
pulmonar, la hieloﬁbrosis, la artritis reumatoide, 1a arteriosclesosis y, en este caso, la formacion de
adherencias peritoneales. Debido a ello se ahondard en las caracteristicas mas importantes del
PDGF como son la expresién y secrecion en diferentes tipos celulares, las caracteristicas de sus
receptores, de sus mecanismos de accidn celular y bioquimico, de sus efectos directos e indirectos
en el crecimiento celular y de ¢dmo interviene en la modificacion de proteinas de la matriz
extracelular.

El PDGF es una proteina de 30 KDa que se aisld inicialmente de los granulos o de las
plaquetas. Este consiste de 2 subunidades: A y B, las cuales estan unidas por puentes disulfuro que
forman el dimero de 30 KDa. Este factor existe en tres isoformas diméricas: e! heterodimero AB y
los homodimeros BB y AA, los cuales exhiben actividad bioldgica; ya que los mondmeros no la
presentan (Kovacs, E. 1991). La actividad biologica de las tres isoformas parece ser
cualitativamente similar entre ellas. Cada una es capaz de unirse a uno o a ambos tipos de
receptores, el a y el B, los cuales varian en ndmero en los diferentes tipos celulares. Parece que
cada una de las 2 subunidades de! dimero de PDGF se unen a una molécula receptora, la cual
resulta de la dimerizacién de los receptores (aa, aB, pf). Este receptor puede ser requerido para la
transmisién de la sefial; en donde las células que poseen solamente receptores B responderan al
PDGF-BB, débilmente al PDGF-AB y nada al PDGF-AA. No obstante, las que poseen Unicamente

receptores o responderan a as tres isoformas (Pierce, G: 1991).

E! PDGF es el principal mitdgeno para células mesenquimaticas; se expresa a niveles bajos o

indetectables en células normales; y las diferencias en los componentes de la MEC a los cuales las
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celulas se adhieren, el tipo celular y las alteraciones metabdlicas en respuesta a los diferentes
medios de cultivo, estan relacionadas con la induccién de los genes para el PDGF.

Existen numerosos ejemplos de la induccion transitoria del PDGF en respuesta a mediadores
fisioldgicos que estarian presentes en sitios de dafio, como factores de coagulacion, TGF-§
liberados de plaquetas y Mos/Mgs activados y TNF-a. Las concentraciones fisiolégicas de
trombina y de factor X activado, son dos productos de la cascada de coagulacion que incrementan
la produccion del PDGF mas de nueve veces. La liberacion del PDGF es observada 1.5 h después de
la adicion de trombina previa induccién de transcritos PDGF A- y B, los cuales son maximos a las 4
h. Esta liberacion no disminuye cuando se inhibe la sintesis de proteinas (Sporn, M. 1990). Los
datos sugieren que la trombina estimula la liberacién del PDGF de bancos de almacenamiento
intracelulares, o la conversién de un precursor a la forma activa.

Ei efecto de la trombina puede ser simulado por la exposicion de células endoteliales a
esteres forbol (PMA); sin embargo, las eficacias relativas son diferentes: el PMA es mas efectivo en
inducir transcritos de la cadena A, mientras la trombina es mas efectiva en incrementar los
transcritos de la B. El TGF-B, por su parte, incrementa el ARNm de ambos. También la adicion de
TNF-a a cultivos de células endoteliales de vena umbilical de humano induce un incremento
transitorio en la transcripcion de las cadenas A y B del PDGF (Sporn, M. 19390).

En cultivos de fibroblastos ninguna de las cadenas A o B del PDGF estan expresadas. Sin
embargb, la adicion de PDGF o el EGF inducen transitoriamente el ARNm del PDGF de cadena A y
la liberacion del PDGF al medio. La interleucina-1 (IL-1), una citocina liberada por Mgs activados,
induce también la expresién transitoria de ARNm del PDGF de cadena A con la subsecuente
liberacién de PDGF-AA (Sporn, 1990).

La interaccién del PDGF con sus receptores de superficie celular activa diferentes rutas
intracelulares, iniciando una secuencia de eventos que dan lugar a la respuesta celular especifica.

Aln no esta completamente elucidado cuales de estos eventos son necesarios para inducir las
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respuestas celulares que dan lugar al movimiento, contraccion del musculo liso y progresion del
ciclo celular. Sin embargo, se sabe que muchos de los eventos tempranos son consecuencia de la
interaccidén receptor/PDGF y no del proceso de sefializacion. Actualmente, los mecanismos
bioquimicos por los cuales estas respuestas pleiotropicas se inducen son ain desconocidos (Sporn,
M. 1590).

Es importante mencionar también la capacidad del PDGF para inducir la duplicacion celular,
la cual puede ser modificada por otros componentes en el ambiente extracelular, particularmente
por los del plasma, que actian de manera coordinada para promover una respuesta mitogénica
optima. De esta forma se ha propuesto que la mitogénesis se presenta en dos estadios: la
induccion de “mantenimiento” por factores de crecimiento como el PDGF, sequidos de la
“progresién” por la cual el ciclo celular es dependiente de los componentes del plasma. Por
ejemplo, en ausencia de factores plasmaticos, las células 3T3 tratadas con PDGF detienen su
crecimiento, sin embargo, los componentes activos del plasma en este sistema pueden ser
reemplazados por EGF e IGFs (Sporn, M. 1990). Asi, el requerimiento para la “progresién” parece
ser dependiente del sistema celular y del medio de crecimiento.

La potencia mitogénica de las diferentes isoformas del PDGF depende del tipo celular v,
paralelamente, de la capacidad de las células para unirse a las diferentes isoformas. Por ejemplo,
las células 3T3 responden a las tres isoformas; en contraste, los fibroblastos humanos expresan
bajos niveles de la subunidad o del receptor, uniéndose relativamente poco al PDGF-AA. Sin
embargo, se cree que el PDGF-AA no es intrinsecamente menos mitogénico que el PDGF-BB, y que
la pobre estimulacidn puede reflejar diferencias cuantitativas en el nimero de los sitios de unién,
mas que en las actividades de los receptores (Pierce, G. 1991).

La deteccion de los receptores de alta afinidad para el PDGF se limita a céiulas de tejido
conjuntivo como  fibroblastos dérmicos, células del misculo liso vascular, células gliales y

condrocitos. Esta restriccion en el tipo celular coincide con fa habifidad de las células para
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responder mitogénicamente al factor. Sin embargo, las células epiteliales y endoteliales también
responden. El PDGF estimula la sintesis de ADN tanto en células mesoteliales de humano como en
islotes de Langerhans de rata (Sporn, M. 1950).

Ademas de estimular directamente la proliferacién de un gran nimero de células, el PDGF
parece amplificar la respuesta proliferativa de otras células induciendo la expresion de genes que
actuan sinergéticamente. En células mononucleares y neutrdfilos este factor ha demostrado ser un
quimiotactico, pero no un mitégeno. En Mos la induccion de quimiotaxis es controversial ya que
éstos pueden reflejar diferentes subpoblaciones de células y/o diferencias en los receptores de
PDGF responsables de la migracion (Sporn, M. 1990).

En procesos de depdsito y remodelacién del tejido conjuntivo, el PDGF tiene una importante
implicacién clinica. Este estimula la sintesis de coldgena, particularmente (Canalis, E. 1981, Owen,
A. 1982) la tipo V y regula la cantidad de la tipo III wvs. tipo IV sintetizada por fibroblastos
gingivales (Narayanan, A. 1983). La expresion y secrecion de trombospondina, otra proteina de
matriz extracelular, es también modulada por este factor (Majack, R. 1985, 1987). En los
fibroblastos dérmicos de humano, el PDGF estimula positivamente, y en 3 veces mas la actividad
colagenolitica (Chua, C. 1985), [a cual es detectada de 8 a 10 h postexposicion al factor.

La dualidad del PDGF, para estimular tanto la secrecién de componentes de matriz
extracelular, asi como de enzimas capaces de degradarla, son eventos importantes en la alteracion
del entorno celular, en la preparacién del movimiento celular y [a mitosis, en procesos normales
como el desarrollo y la reparacion de una herida, asi como también en condiciones patoldgicas
como la artritis, la cirrosis hepatica, la escleroderma, la formacion de adherencias peritoneales y la
arteriosclerosis. ‘

El PDGF en la reparacién de heridas en un modelo murino ha demostrado inducir la
proliferacion celular de tejido conjuntivo, la sintesis de ADN y el depdsito de colagena, alrededor de

las camaras con PDGF colocadas subcutaneamente (Grosstendorst, G. 1985). Estudios similares en
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animaleé diabéticos con una reparacion deficiente de heridas, mostrd que el dafio es restaurado al
aplicarles PDGF {Lawrence, W. 1986). Ademas, la combinacién de TGF-B, EGF y PDGF en estas
camaras demostré un efecto sinergético entre los factores, al igual que el PDGF parcialmente
purificado con geles de colagena colocado en camaras subcutaneas (Lynch, S. 1987). La
combinacion del IGF-1 con el PDGF puro mostré aumentar en 2.4 veces la formacion de nuevas
capas de tejido conjuntivo, asi como el engrosamiento de la epidermis en un 95% comparado con
los controles. En estos experimentos también se observd que el IGF-1 por si sélo no causa cambios
morfoldgicos significativos, o que la combinacién de PDGF con el EGF produce un engrosamiento
solo epidermal. Estos resultados indicaron acciones sinergéticas de otros factores con et PDGF en la
modulacion de la reparacion de las heridas.

También el PDGF esta relacionado con la proliferacion de células sinoviales en la artritis
reumatoide, y por lo tanto, con la formacion del pannus, de la fibrosis y con muchos aspectos de la
enfermedad. En la sinovitis crénica hay un incremento en los receptores de PDGF en asociacion con
un aumento del MHC DR y Los T (Rubin, K. 1988 a y b). Hamerman et al. han determinado la
presencia del PDGF en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide. Asi, la posible
estimulacidn celular proliferativa paracrina y autdcrina bajo estas circunstancias puede ser
importante en dicha enfermedad fibroproliferativa asociada con la inflamacidn crénica.

Otra enfermedad que se ha asociado con una alta concentracion de PDGF es la
escleroderma, en la cual hay un incremento en el depdsito de tejido conjuntive alrededor de los
vasos sanguineos. Takehara, encontré que el suero de pacientes con escleroderma presenta un
incremento de la actividad mitogénica para fibroblastos al comparario con el de los controles,
demostrando que aproximadamente el 70% de la actividad presente en el suero se debid al PDGF,
ya que neutralizaron dicho efecto al emplear anticuerpos anti-PDGF.

Es interesante resaltar la participacion del PDGF y del TGF-B a través de un estudio

realizado en pacientes con cancer sometidos a inmunoterapia intraperitoneal con IL-2 y en
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voluntarios sanos. Donde fluidos de los sobrenadantes de leucocitos de sangre periférica de los
pacientes tratados con IL-2 incrementaron la incorporacion de 34-timidina en monocapas de
fibroblastos NIH3T3, seis veces mas que los medios de cultivos de leucocitos sin IL-2. Los
mediadores elaborados por Los de sangre periférica (LoSP) tratados con IL-2 indujeron la
expresién de ARNm de procolégena tipo I y de fibronectina en los fibroblastos del peritoneo. La
produccién de coldgena fue 2 veces mayor en los sobrenadantes de fibroblastos tratados con los
sobrenadantes de LosP previamente sometidos con IL-2, que en los sobrenadantes de LosP en
ausencia de IL-2 o células alimentadas con medio. Es importante observar que al someterse los
fibroblastos con IL-2 no se incremento la produccién de la colagena. La expresion de genes para las
citocinas revelé que los ARNm que codifican para el TGF-p y PDGF-B se expresaron en LOSP
sometidos con IL-2 (Kovacs, E. 1993).

Estas observaciones sugirieron que la excesiva produccién de tejido conjuntivo en estos
pacientes sometidos a inmunoterapia peritoneal pueden ser resultado de la liberacién de citocinas
por los LoSP tratados con IL-2 o por células residentes de la cavidad peritoneal. Pero debido a que
se han observado una gran cantidad de adherencias en postinmunoterapia intraoperitoneal, se
asume que el efecto que ocurre en la cavidad abdominal se debe a la cercania de los Mgs y
fibroblastos al sitio de dafio. Asi, como por la secrecion paracrina de citocinas derivadas de los Mgs,
los cuales inducen la proliferacion de fibroblastos y la produccién de colagena. Ademas, los
factores de crecimiento producidos por los fibroblastos pueden actuar de manera autdcrina para
estimular la proliferacidén. Tomando en cuenta que las macromoléculas de la cavidad peritoneal se
difunden de forma mas lenta que en la circulacion sistémica, los fibroblastos residentes se exponen
a estos mediadores por periodos prolongados. Un ejemplo de este mecanismo se presenta en la
Figura 8.

Apoyandose en el estudio anterior, el mismo grupo de investigadores determind el papel de

la IL-2 en cultivos de Mgs peritoneales. Los resultados mostraron que la expresion de los ARNms
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para el PDGF-A y B fue de 2 a 6 veces mayor en las células tratadas con IL-2 con respecto a las
control. Ademds, este incremento fue tiempo y dosis dependiente. Para determinar la expresion de
las cadénas A y B del PDGF secretadas al sobrenadante, éstos se colectaron y analizaron por
Western-blot. Los resultados mostraron una acumulacion espontanea de PDGF A y B en todos los
sobrenadantes. Sin embargo, la proteina PDGF-B se expresé de 2 a 16 veces mas en el
sobrenadante de Mgs tratados con IL-2 vs los no tratados; mientras que la cadena A del PDGF
expresd de 2 a 8 veces mas en las células tratadas (Kovacs, E. 1994). Lo anterior sugiere que la IL-
2 induce PDGF, el cual podria jugar un papel critico en la formacién de adherencias peritoneales.
Asi, el papel del PDGF en procesos fibrosantes como es el caso de numerosas patologias en
piel, pulmén, médula espinal y adherencias peritoneales estd basado en la presencia de células
capaces de secretar e interactuar con el factor. Aun cuando cada uno de estos procesos
demuestren caracteristicas histoldgicas diferentes, el comin denominador de todos ellos es la
respuesta fibroproliferativa, consistente en la infiltracion celular inflamatoria, la proliferacion de
células mesoteliales, asi como la acumulacidn de coldgena, y la presencia de Mgs, células
inflamatorias predominantes después del dafio, las cuales al activarse secretan PDGF, que

constituye e! principal mitégeno para los fibroblastos.
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FIGURA 8. Mecanismo de accion del PDGF-BB exégeno en heridas dérmicas. El PDGF-
BB aumenta la fase inflamatoria aguda, incrementando la cascada de actividades que inducen el depésito
de MEC en la fase de reparacion de heridas. GFs, factores de crecimiento; PMNs, leucocitos
polimorfonucleares (Pierce, G. 1991),
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TECNICAS QUIRURGICAS, COMPUESTOS Y FARMACOS EMPLEADOS EN LA
PREVENCION DE LAS ADHERENCIAS PERITONEALES

A) LAPAROSCOPIAS

Dentro de las técnicas quirGrgicas para la prevencion de adherencias peritoneales, las
laparoscopias pueden ser de las mejores, ya que éstas se realizan con movimientos minimos dentro
del peritoneo en comparacién con otras técnicas como las laparotomias, originando menos sitios de
dafio entre las superficies de los drganos y los intestinos, no obstante aun se siguen formando

adherencias postoperatorias (Jansen R. 1988).

B) FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS Y BARRERAS

Se han realizado una gran cantidad de estudios en animales para identificar agentes y
técnicas que prevengan la formacion de adherencias peritoneales, proporcionando datos que
apoyen el uso clinico de los farmacos antiinflamatorios y el uso de barreras para la prevencion
de adherencias. Los farmacos anti-inflamatorios se evaluaron porque éstos pueden limitar la
inflamacion, reduciendo la liberacién de exudado fribrinoso en en el sitio de la cirugia. De las dos
clases se han examinado; los corticoesteroides y los farmacos antiinflamatorios no esteroideos

(AINES).

B.1) CORTICOESTEROIDES

Los resultados del uso de corticoesteroides en medelos experimentales para la formacién de
adherencias intraperitoneales generaimente no han sido favorables; ademas, el empleo clinico
postoperatorio es limitado por sus propiedades farmacoldgicas, incluyendo inmunosupresidn y la
demora de la reparacion de la herida, aunque se ha reportado una reduccidn significativa después
de formada la adherencia con el uso de soluciones intraperitoneales que contienen esteroides, del
grupo de los glucocorticoides (Cohen, 1983). Por ejemplo, la accidn protectora de las

microparticulas biodegradables con dexametasona (DEX) administradas intraperitonealmente

ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO DEL EFECTO DE LA CLG-PVP EN ADHERENCIAS 34
PERITONEALES DE UN MODELO MURINO




IRENE GONZALEZ JACOME/FACULTAD DE CIENCIAS/UNAM

reducen tanto la incidencia como la severidad de las adherencias en un modelo en rata (Hockel, M.

1987). Sin embargo, los resultados de diversas investigaciones son aun contradictorios.

B.2) FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los AINES son una clase de compuestos que modifican el metabolismo del acido
araquidénico en una variedad de tejidos, algunos actGan alterando las actividades de la enzima
ciclooxigenasa y la formacion de sus productos finales, incluyendo prostaglandinas y tromboxanos.
Los metabolitos del acido araquidénico son producidos por los PMNs y Mgs presentes en el sitio de
inflamacién o pueden ser resultado de la agregacion de plaquetas, vy son los mediadores de muchos
aspectos de la respuesta inflamatoria postquirdrgica (diZerega, G. 1994).

B.3) EL USO DE BARRERAS

Actuaimente, se sabe que el uso de las barreras reduce las adherencias previniendo la
formacién de actmulos de fibrina entre los tejidos dafiados (diZerega, G. 1994). Estas barreras son
disponibles tanto en formas liquidas como en sdlidas, se aplican directamente en el sitio de Ia
cirugia, cubriendo el peritoneo en forma general o en un sitio especifico. Dentro de las barreras
liquidas se encuentran el Hyskon™; (Pharmacia Uppsala, Sweden) y las soluciones cristaloides, y
en las barreras sélidas se encuentran el Interceed™ (WL Gore Co., Flagstaff, Arizona, USA) y el

Preclude™ (Johnson and Johnson Medical Inc., Arfington, Texas, USA).

B.3.1) LAS BARRERAS LIQUIDAS

Entre las mas usadas para reducir la formacion de las adherencias se encuentran las
soluciones cristaloides, como el /actafo de Ringer, el amortiguador de fosfatos salino o la
solucidn safina normal, 1as cuales son depositadas al final del procedimiento quirtrgico (diZerega,
G. y Campaeuy, J. 1994). La absorcién del agua y electrolitos es rapida en la cavidad peritoneal, por
ejemplo: 500 ml de una solucién fisioldgica es absorbida en menos de 18 horas, es decir de 30-37

ml por hora. Debido a que la remesotelizacion después de una cirugia toma de 5 a 8 dias, los
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cristales se absorben antes del proceso de depdsito de fibrina y Ia formacidn de la adherencia aun
no se completa, se sustenta que éstos pueden reducir su formacion (diZerega, G. 1992).

Se dispone de una gran cantidad de datos clinicos para delinear el posible beneficio de los
cristaloides en la prevencion de adherencias. Durante la decada de los 80s, varios estudios clinicos
fueron publicados, en los cuales se compard el uso.del dextran con los cristaloides para prevenir la
formacion de adherencias (diZerega, G. 1983; Rosenberg, S. 1984; Larsson, B. 1985). La
combinacion de estos estudios mostré una tasa de reformacion de adherencias de
aproximadamente 80%. La elevada tasa se confirmé en un estudio donde se compararon diferentes
modalidades de tratamiento tales como DEX, prometacina, dextran y una solucidn de lactato de
Ringer. El primer grupo consistid de 396 mujeres con infertifidad a las cuales se les realizd
laparotomia para corregir quirurgicamente anormalidades tubales, ovaricas, uterinas o peritoneales.
De este primer grupo se obtuvieron 4 subgrupos, el subgrupo 1 recibié 20 mg de DEX intravenosa
(Decadron) y 25 mg de prometacina intramuscular (Phenergan) y 200 ml de dextran 70 al 32 %

™), el subgrupo 2 recibié prometacina y 200 ml de dextran 70 al 32 % (Hyskon™) de

(Hyskon
manerarsimilar al subgrupo 1, el subgrupo 3 fue tratado con 200 ml de Hyskon™ en la cavidad
pélvica antes de cerrar y al subgrupo 4 se le depositaron 400 ml de solucién de lactato de Ringer.
El segundo grupo consistié en 546 mujeres con infertilidad a quienes se realizé una laparoscopia
para tratar alguna enfermedad pélvica. Este grupo se subdividié en tres subgrupos: el primero en
el que se emplearon 200 ml de Hyskon™ dentro de la pélvis luego de la laparoscopia; al segundo
se le administraron 400 ml de una solucién de lactato de Ringer mezclada con 1 mg de
hidrocortisona y 2500 U de heparina; y el tercer subgrupo recibié una solucién de lactato de Ringer
en la cavidad pélvica al concluir la laparoscopia. A las pacientes que fracasaron para concebir se les
realizd una segunda laparoscopia, donde al compararse la prefiez y la formacién de adherencias

entre los grupos no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas, es decir todas las

pacientes que no concibieron presentaron adherencias peritoneales. Esto permitid concluir que los
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glucocorticoides, la prometacina, la heparina y el Hyskon™ no proporcionaron ventajas terapéuticas
sobre la solucién de lactato de Ringer en la prevencion de a formacion de adherencias peritoneales
(Fayez, 3. 1987).

ﬁeportes mas recientes describen el uso de soluciones cristaloides para reducir a
formacion de adherencias después de una laparoscopia ovérica. Un estudio utilizé de 300 a 500
ml de solucién salina en la cavidad peritoneal después de una coagulacion laparoscépica de la
superficie ovarica en pacientes con ovarios poliquisticos. Se comparo el tratamiento a base de
cristaloides, o sin elfos y no se observé diferencia en la incidencia de adherencias (17% contra
19%, respectivamente) (Naether Q. 1993). En otro estudio se aplicaron 150 ml de lactato de
Ringer dentro de la pelvis después de una laparoscopia electrocautérica o vaporizacion lasser
en la superficie ovarica en pacientes con ovarios poliquisticos, donde el 82% llegd a presentar
adherencias (Gaugan, T. 1991). De lo anterior, se infiere que el uso de estas soluciones no
previene la formacion de las adherencias.

Existen tambien otras limitaciones de las soluciones salinas incluyen el manejo de
grandes volumenes en la cavidad peritoneal, ya que influyen en una secuela de condiciones
patoldgicas. Por ejemplo, el inoculo de 1 a 10mi en la cavidad peritoneal aumenta el porcentaje
de mortalidad de Escherichia coli de un 20% a un 60% y es mayor en un intervalode 1 a 6
horas en animales que reciben un inoculo bacterial de 30 ml. Asi, se reporta que un volumen
intraperitoneal entre 200 y 400 ml de solucidn salina después de una cirugia aumenta aun mas
el porcentaje de mortalidad de Escherichia coli por el tiempo que permanence ésta en la
cavidad peritoneal. {diZerega, G. 1983). Es decir, el depositar grandes volumenes de solucion
salina intraperitonealmente reduce substancialmente la habilidad del hospedero a eliminar
infecciones.

El dextran es un polimero de glucosa hidrosoluble usado originalmente como un expansor
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de plasma. Este puede ser manufacturado en una variedad de pesos moleculares; sin embargo, la
mayoria de las investigaciones en las adherencias peritoneales utilizan el polimero de 70 000 D
(Hyskon™; Pharmacia, Uppsala, Sweden). El mecanismo de accién del dextran en la prevencion
de adherencias pélvicas postquirdrgicas es aun desconocido (diZerega, G. 1996).

Un estudio multicéntrico para determinar la efectividad del dextrdn en la prevencion de
adherencias pélvicas postoperatorias en mujeres infértiles en edad reproductiva (entre los 18 y 35
anos) sometidas a cirugia para corregir una enfermedad de la tuba uterina distal, una
endometriosis o adherencias pélvicas, considerd la aplicacidn de 250 ml de dextran 70 en una
solucién al 32% de dextrosa (n=55) o una solucidn salina (n=47) dentro de la porcién
independiente de la pelvis. Después de 8 a 12 semanas la laparoscopia se realizo solo a aquellas
pacientes con infertilidad. Las que recibieron dextran 70 redujeron el nimero de adherencias
observadas en la laparotomia inicial (26 de 51 para el dextran 70 vs 12 de 40 para la solucion
salina).

El efecto postadministracion del dextran fue una ascitis (acumulacion de liquido en la
cavidad peritoneal), la cual provee un bafio de flotacidn separando las superficies epiteliales
durante los estadios iniciales de la reparacion postoperatoria. Los resultados obtenidos mastraron
una disminucion en el nimero de adherencias formadas en la porcidn de dicho mecanismo de
hidroflotacion, donde se apoya la pelvis. Asi, al aplicarse el dextran existe tejido flotante que no se
coloca en aposicion directa por largos periodos de tiempo, donde la re-epitelizacién puede ocurrir,
sin la formacién de los puentes de fibrina y las adherencias subsecuentes. De lo anterior se puede
concluir que los beneficios del dextrén solo se limitan a reducir las adherencias en porciones
dependientes de la pelvis y no asi en sitios abdominales superiores.

Otros estudios clinicos en pacientes con infertilidad, sometidos a un proceso quirdrgico,
reportaron que no en todos los casos se encuentra la misma eficiencia del dextran en en la

eliminacion de la adherencia. Por ejemplo, estudios realizados en Escandinavia y Finlandia no
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mostraron diferencias entre ios grupos tratados y los control (Larsson, B. 1985; Jansen, R. 1988),
igualmente no se reportaron beneficios en la adicion de 100 a 200 ml de Hyskon™ en los puntos de
adherencias de las siguientes laparoscopias (Jansen, R. 1985).

Los usos clinicos del Hyskon™ estan asociados a beneficios transitorios y ascitis. El
compuesto puede producir una autolimitacion e incremento transitorio en los niveles de
transaminasa sérica postoperatoria. La complicacién clinica mas comin después de su uso es el
edema vulvar, y con menos frecuencia la expansion pleural. Adicionalmente, se ha reportado que la
administracion intravenosa de dextrén puede prolongar el tiempo de coagulacién, asi como producir
un “shock” anafilactico o sintomas alérgicos. Por otra parte se ha observado que un pequefio
porcentaje de pacientes tratados intraperitonealmente también presentan estos efectos secundarios

(diZerega, G. 1994).

B.3.2) LAS BARRERAS SOLIDAS

Entre las barreras solidas mas utilizadas se encuentra el Interceed (TC?) (Johnson
Medical Inc., Arlington, Texas, USA), inicialmente llamado Surgicel, un material absorbible de
celulosa oxidada reconstituida que, originalmente fue usado como hemostatico. El mecanismo
consiste en depositarlo en el cuerpo para transformarse en una masa de gelatina que es absorbida
en unos dias. Muchas evaluaciones en modelos animales de adherencias, por ejemplo el de trauma
cecal en rata (Queralt, C. 1987), el de modelos de isquemia peritoneal y de trauma peritoneal
mdltiple (Rafftery, A. 1980), asi como en modelos de cuernos uterinos en conejo (Nishimura, K.
1983; Galan, N. 1983; Shimanuki, T. 1987) mostraron reducir la incidencia de las mismas. Sin
embargo, Yemini, M. demostré que el Surgicel junto con otras modalidades no reducian las
adherencias cecales en rata (Yemini, M. 1984). Otros trabajos demostraron que el Surgicel no
ofrecia ventajas sobre el control después de estandarizar el corte del cuerno uterino de conejo
(Soules, M. 1982).

Asimismo, se observd que el Surgicel prevenia mejor la formacidon de adherencias en
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modelos de conejos (Linsky, C. 1987; Diamond, M. 1987a), que en otros modelos como en rata,
ratén y hamster. E! TC7 o Interceed es un compuesto fabricado también de celulosa oxidada
reconstifun’da, pero con un tiempo de residencia intraperitoneal mas largo que el Surgice! (Diamond,
M. 1991c). El TC7 persiste durante los estadios criticos de reepitelizacion y, posteriormente, se
reabsorbe en la cavidad peritoneal en un tiempo aproximado de 28 dias. Se sostiene sobre el tejido
sin suturas a través de la formacién de enlaces hidrostaticos entre él y los sitios dafados por la
cirugia. (Linsky, C. 1989).

La eficacia del TC7 se comprobé después de realizar cirugias tubo-ovaricas, endometriosis
y en adhesidlisis. Dentro de las cirugias ovaricas se reportan varios estudios. Por ejemplo, el
tratamiento quirdrgico en 52 pacientes con enfermedades ovaricas bilaterales, consistid en un
grupo control sin cubrir y otro tratado con TC7. En una segunda laparoscopia, se encontrd que
aproximadamente el doble de los ovarios cubiertos con TC7 vs los ovarios controles estuvieron libres
de adherencias. Esta diferencia representd un 86 % de mejoria sobre el control, en la prevencién
de formacidon o reformacion de adherencias (Franklin, R. 1995)., Otros estudios también
confirmaron résultados similares, en los que se reportd un 70% de reduccion en adherencias
ovaricas (Larsson, B. 1995). Contrariamente, existen otros reportes que afirman la poca eficacia del
TC7 al compararse con otros agentes como el dextran en conejos (Best, C. 1991), o como la
solucién Ringer (Pagidas, K. 1992).

El Gore-Tex (Preclude™) (W. L. Gore Co. Flagstaff, AZ) es una membrana delgada de
0.1 mm.de politetrafluoroetileno (PTFE), usada como un substituto para el pericardio y actualmente
se le conoce como Preclude™. Esta membrana tiene un tamafio de poro pequefio (< 1 pm) que
inhibe la penetracién celular, es antitrombogénica y no reactiva, se ancla dentro del cuerpo y no es
absorbible (diZerega, G. 1996). En cirugia cardiovascular evitd la formacién de adherencias cuando
fue usada como substituto pericardial (Minale, C. 1988; Revuelta, 3. 1985). Sin embargo, las

investigaciones con la membrana en modelos animales para cirugias ginecolégicas mostraron
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resultados contradictorios. Por ejemplo, un modelo en conejo con dafio en la pared lateral/cuerno
uterino produjé una reduccién significativa en la formacién de adherencias (Boyers, S. 1988). En
otro modelo similar, se observo el efecto contrario {Goldberg, 1. 1987).

Un estudio clinico en pacientes con infertilidad sometidas a una adhesidlisis para reducir las
adherencias, comparé la eficacia del TC7 y la membrana Gore-Tex. A cada paciente se le realizd
una lisis de las adherencias en las paredes |aterales pélvicas, una se cubrié con TC7 y la otra con la
membrana anclada. €| tamafio del area cubierta por la adherencia se midio en una segunda
laparoscopia después de 1 a 6 semanas encontrando una marcada reduccion en las adherencias
por ambas barreras (85% y 66% respectivamente) (diZerega, G. 1996). Aunque las dos
membranas mostraron ser seguras y con cierta eficacia en estudios clinicos en humanos, su uso no
elimind las adherencias en todos los pacientes. Es importante enfatizar que el empleo de estas
barreras no es un substituto de las técnicas quirdrgicas establecidas. Aln cuando los métodos de
barrera sean la herramienta mas efectiva para la prevencion de reformacion de adherencias
(Luciano, A. 1995), su uso esta limitado a situaciones quirtrgicas donde el area en cuestion puede
ser cubierta completamente. La aceptacion de las barreras por los médicos esta restringida por las
dificultades técnicas que incluyen la hemostasia y eliminacién del fluido peritoneal excesivo (TC7),

asi como por las técnicas de fijacion de la membrana (Preclude).
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5. ANTECEDENTES

LA COLAGENA-POLIVINILPIRROLIDONA (CLG-PVP) UNA NUEVA PROPUESTA EN LA
PREVENCION DE LAS ADHERENCIAS PERITONEALES,

Debido a que las técnicas quirurgicas, compuestos y farmacos, no han conseguido
resultados ampliamente satisfactorios, ya que no evitan la progresion de la fibrosis, sugerimos la
evaluacion de la clg-PVP que previamente ha demostrado tener efectos moduladores sobre el

metabolismo de la coladgena, la inflamacion, [a cicatrizacion y la hemostasia.

Este medicamento es la mezcla irradiada de ASPID, S.A. DEC.V.

Solucion inyectable

Cada 1 ml. Contiene:
(PVP), en una solucién amortiguadora de citratos que Clg-PVP....oerreennne. 1.3mg

colagena tipo | de origen porcino y polivinilpirrolidona

.. . : Equivalente a B.3 mg de colagena
estabiliza el pH. Para los experimentos realizados se a . 9 9
Vehiculo c.b.p. 1 ml

empled la siguiente formulacién:

La clg-PVP esta indicada en pérdidas cutaneas, (lceras, quemaduras de 2° y 3* grado,
areas donadoras de injerto, heridas accidentales, raspones y abrasiones, asi como sitios de sutura
debido a sus propiedades hemostaticas y cicatrizantes. Puede aplicarse junto con antibidticos en
caso de infeccion.

La colagena administrada por via intramuscular, cutanea o subcutdnea se metaboliza de la
misma manera que la coldgena enddgena, al degradarse en el espacio extracelular, principalmente
por medio de las enzimas colagenoliticas. Los péptidos generados son rdpidamente metabolizados
por las enzimas gelatinasas y posteriormente por otras enzimas inespecificas, dando como
subprod'uctos oligopéptidos y aminoécidos libres. Dada la fuente de obtencién de la coligena
empleada en la clg-PVP y su antigenicidad caracteristicamente baja, se considera un material
practicamente inocuo, excepto en pacientes que manifiesten hipersensibilidad a la proteina. Por su

parte, la PVP es un polimero inerte no metabolizable que se excreta principalmente por via urinaria
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(95%) en un periodo menor a 24h.

ﬁarticularmente la clg-PVP participa directamente en los procesos reparativos de la piel y de
otros tejidos. Lo anterior se ha demostrado durante el tratamiento de heridas quirlrgicas en ratas
Wistar, donde la clg-PVP aplicada intralesionalmente induce un incremento del tejido de granulacion
hasta el dia 7 posterior a la cirugia y una mejor arquitectura tisular que el proceso normal desde el
dia 14, esto incluye la presencia de anexos cutdneos (glandulas sebéceas y foliculos pilosos) y un
arreglo en la disposicién de las fibras de colagena similar al de la piel normal (Krétzsch-Gomez, FE.
1993).

Por otro lado se ha evaluado la actividad de la clg-PVP sobre el metabolismo de la colégena
en cultivos celulares de fibroblastos y Mgs murinos. Los resultados mostraron que la actividad del
farmaco es diferente de la expresada por sus componentes por separado, la colagena tipo I y la
PVP, Asi, su efecto sobre la sintesis de la colagena en cultivos de fibroblastos, mostrd un
incremento hasta del 150 % con respecto al control; mientras que la actividad colagenolitica en
este mismo tipo celular disminuyd hasta e! 30 %. En cuanto a la actividad degradativa mediada por
la colagenasa de los Mgs, ésta se incrementd hasta un 100%, practicamente en todas las
concentraciones probadas (2, 4, 8 y 10%). Ademas, se observaron efectos cooperativos inducidos
por el medicamento, tanto en la sintesis como en la degradacidn de la coldgena en ambas estirpes
celulares, al cultivar los fibroblastos en presencia de los medios condicionados de los Mgs,
previaménte expuestos al medicamento y viceversa. Cabe sefialar que los efectos que se
presentaron tanto en los Mgs como en los fibroblastos, fueron un reflejo de la actividad que tiene el
medicamento sobre las células, ya que en los ensayos de la incorporacién de timidina, no hubo
diferencias significativas en Ia proliferacién celular con respecto al control. Estos resultados sugieren
la participacion de la clg-PVP en el incremento del recambio de la coldgena, lo cual favorece la
reestructuracion del tejido dafado (Krétzsch-Gomez FE, 1598).

También se ha demostrado que el farmaco participa en la remodelacién de la fibrosis,
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como en el caso de ia contractura del tendén de Aquiles en nifios con pardlisis cerebral (PCI),
donde un estudio realizado a 8 semanas con una aplicacion intratendinosa semanal de 0.2 ml de
clg-PVP, mostrd buenos resultados en forma inmediata ya que se logrd disminuir la contractura del
tenddn en 22 nifios, con una amplitud del arco de movilidad del tobillo de 5° (4.5%), 10° {54.5%),
12° (4.5%), 15° (13.6%) y hasta 20° (22.7%), mientras que e! grupo control constituido por 13
pacientes, presenté una disminucion minima en la contractura, de los cuales 9 (69.2%) no
recuperaron ningin grado de movilidad y 4 (30.8%) recuperaron tan solo 5°. Con el empleo del
farmaco se logrd llegar a la posicion neutra, en los pacientes con PCI media y moderada, ademas
se mejord el patron de marcha; y en la contractura severa y muy severa el arco de movilidad
aumentd en una mayor proporcion de 10° a 20° (Ruiz-Lozano, M. 1994).

Ademas, se ha demostrado su eficacia en la resolucion de otros padecimientos fibrosantes
dérmicos, tal es el caso de las cicatrices hipertréficas y queloides en humanos, donde fue aplicado
en dosis de 0.2 ml por cada 5 cm de cicatriz, de forma intralesional y con frecuencia semanal
durante un periodo méximo de 6 meses, o una terapia mixta, aplicado tres semanas antes y tres
después de realizar una reseccion quirlrgica. La evaluacion clinica e histologica incluyd parametros
tales como la disminucion y eliminacion del exceso de fibrosis de la cicatriz, siendo estos Ultimos
junto con la normocromia los parametros que mas tiempo tardaron en resolverse. Los resultados
mostraron que en un periodo de 4-6 meses el 25 % de los pacientes respondieron de manera
satisfactoria, el 45 % moderada y el 30 % minima. El grupo tratado con la terapia mixta solamente
presentd recidiva de la cicatriz en el 26 % de los pacientes y siempre fue con un componente
fibroso menor. En cuanto a los parametros histologicos se observé una disminucidn en la cantidad
de la colagena depositada y un arreglo de las fibras semejante al de la piel normal, disminucién del
infiltrado celular y correccion en el contorno epidérmico con presencia de apéndices cutaneos en
4reas cicatrizales (Diaz de Ledn, L. 1994),

Con respecto al mecanismo de accion del farmaco, se ha determinado que los
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sobrenadantes de los cultivos de fibroblastos de la cicatriz queloide tratada con clg-PVP, presentan
una disminucién estadisticamente significativa del TGF-B1, mientras que los niveles del factor de
Crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) se normalizan con respecto a los cultivos de fibroblastos
de la piel normal (Krétzsch-Gémez FE; 1998).

En cuanto a los parametros histolégicos mediante la tincion histolégica de Herovici se
observd que las cicatrices hipertréficas fueron diferentes de la piel normal, ya que las papilas
dérmicas se presentan aplanadas, mientras que en la piel normal éstas tienen crestas y valles. En
los criocortes de las cicatrices las fibras de colagena tipo | presentaron un arreglo paralelo a la
epidermis, mientras que en la piel normal su distribucion es reticular; la colagena tipo Il se reduce
debajo de la epidermis y en la piel normal la proporcién de la coldgena tipo (Il es abundante en la
dermis papilar. Interesantemente, el tratamiento de las cicatrices con ¢lg-PVP produjo un arreglo de
las zonas de colagena tipo | y Il similar al de la piel normal y en algunos casos se observd la

presencia de apéndices cutaneos.

Por otro lado, la evaluacion de la expresidn /n sitv de citocinas fibrogénicas proinflamatorias
como la IL-1, TNF-a, TGF-pl y el PDGF en cicatrices hipertroficas revelaron mas células
inmunorreactivas que en la piel normal o en las cicatrices hipertroficas tratadas con clg-PVP,
diferencia que fue estadisticamente significativa; mientras que en las cicatrices hipertréficas
tratadas con clg-PVP los niveles de citocinas fueron similares o incluso mas bajos que los de piel
normal. Por otra parte, se evalud la presencia de MACs como la VCAM1 y ELAM-1 encontrandose
que en las cicatrices hipertrdficas se expresaron de 10 a 15 veces mas moléculas de adhesion que
en la piel normal, mientras que en las cicatrices previamente tratadas con clg-PVP, ambas

moléculas mostraron niveles similares a los del grupo de piel normal (Krotzsch-Gomez, FE; 1998).
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6. HIPOTESIS

Con base en los antecedentes farmacoldgicos del medicamento y a que éste no ha
presentado reacciones colaterales, se sugiere que el farmaco sea capaz de inducir la remodelacion
de las fibrosis peritoneal y modular la inflamacion asociada a esta patologia, a través de un
aumento en la actividad colagenolitica, disminuyendo la produccion de proteinas de matriz
extracelular, principalmente coldgena, en el sitio del dafio, induciendo también un recambio de
coldgena tipo I por III. Asi como una quimiotaxis menor de células mesenquimaticas e inflamatorias
(PMN’sV Mgs y fibroblastos), disminuyendo la vascularizacion y la expresion de citocinas
fibrogénicas como el PDGF, lo que modificaria la expresion de otras citocinas proinflamatorias que
podrian actuar de manera sinergética con este factor, por lo que en general favoreceria

directamente la disminucién de la fibrosis peritoneal.
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7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

% Determinar el efecto de la clg-PVP en la prevencion de adherencias peritoneales inducidas por

cirugia en un modelo murino.

OBJETIVOS PARTICULARES

*
-

% Evaluar histolégicamente Ia presencia de infiltrados inflamatorios, el grado de vascularizacién y
la proporcion de colagena tipos 1 y III en secciones del grupo control, y adherencias
peritoneales inducidas por cirugia en ratas sin tratamiento y tratadas con clg-PVP a 1, 3y 5
semanas.

< Evaluar inmunohistoquimicamente la presencia del PDGF, en secciones del grupo control, y

adherencias peritoneales inducidas por cirugia en ratas sin tratamiento y tratadas con clg-PVP

a 1, 3 y 5 semanas postcirugia.
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8. MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental consistié en la induccidn de adherencias peritoneales en un modelo
murino a través de un procedimiento quirdrgico y la evaluacion del efecto de la clg-PVP en las
adherencias obtenidas a diferentes tiempos de tratamiento. Las biopsias se sometieron a dos
técnicas histolégicas, donde se observé y cuantific la presencia de infiltrados inflamatorios y la
vascularidad, asi como la relacién de coldgena tipo 1 y III. Para la deteccién del PDGF se realizo la
téchica de inmunoperoxidasa en cortes por congelacién. El diagrama de flujo experimental se

muestra en la figura 9.

[ raTAS HEMBRA WISTAR DE 12 SEMANAS |

& "
CONTROL [ experiMEnTAL |
* T
ABRIR Y CERRAR [ INDUCCION DE ADHERENCIAS POR ciruGia |
£1 PERITONED

SIN TRATAMIENTO

!

[ ADHERENCIAS A1, 3Y 5 SEMANAS I

v +

[ FIJACIOM ¥ CONSERVACION DE CRIOCORTES ]

[ 7. masroLée1cas | [ inmunomisToquimica |
[ rRicroMICca DE MASSON | [[ac. anvz-pocr |
pISPOSICION | | PRESENCIA DISTRIBUCION Y | l - *
DE LAS DE _ PROPORCION OF | | GRADO EXPRESION DE
FIBRAS DE " INFILTRADOS [ COLAGENA TIPO DE CELULAS
COLAGENA INFLAMATORIQS T 1y ' VASCULARIZACISN INMUNORREACTIVAS

FIGURA 9. Diagrama de flujo experimental.
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TECNICA QUIRURGICA PARA INDUCIR LAS ADHERENCIAS PERITONEALES EN UN
MODELOC MURINO

Para evaluar {a participacion de la clg-PVP en un modelo de adherencias peritoneales, se

empled una variante de la técnica descrita originalmente por Steinieitner para el hamster

(Steinleitner, A. 1991), con el objetivo principal de estudiar distintos aspectos (fibrosis y

tratamiento) en el campo de la reparacion peritoneal y la formaciéon de adherencias. (Holtz, F.

1984; Fayez, A. 1987; Heany, A. 1993; Diamond, M. 1991).

L/
...

Para iniciar la cirugia, se anestesio al animal con kelamina-xilazina, la cual se administrd por via
intramuscular 90 mg de ketamina/kg de peso corporal y posteriermente por via intraperitoneal
10 mg de xilazina/kg de peso corporal.

Después se efectud la tricotomia, la antisepsia de la pie! en la zona a intervenir y la técnica
“limpia” (sin requerir condiciones de quiréfano).

Posteriormente se llevé a cabo la laparotomia media baja de aproximadamente 2 a 3 cm de
longitud, se incidi¢ la piel y continud una diseccién roma del plano muscular en la linea alba
hasta el peritoneo (Figura 10 A).

Una vez que se realizd la incision en el peritoneo en la misma direccién que la piel y se
visualizaron los genitales internos, se efectud la ligadura en ambos extremos del cuerno uterino
derecho utilizando hilo nylon 6-0 (Figura 10 B).

Se escindio el cuerno uterino derecho y se abri¢ longitudinalmente, a continuacién se dividio en
cuatro fragmentos (de aproximadamente 2X2 mm a 5X5 mm) (Figura 10 C).

Los segmentos se emplearon como autoinjertos, suturdndolos al mesenterio de! cuerno uterino
y sobre una cufia realizada en el ovario izquierdo con hilo nylon 6-0 (Figura 10 D y E).
Finalmente, se coloco clg-PVP esponja como hemostatico y se cerrd la pared abdominal en 2
planos con sutura absorbible de acido poligliclico ¢ polidioxanona 4-0, aplicando sobre la

herida una solucion de iodopovidona o violeta de genciana.
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FIGURA 10 A-E. Técnica quinirgica para la induccién de las adherencias peritoneales

en ratas.

OBTENCION DE BIOPSIAS Y GRUPOS DE ESTUDIO

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (de 12 semanas de nacidas) las cuales

tuvieron un peso aproximado de 200-220g.
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. Los grupos de estudio realizados fueron tres: el control (abrir y cerrar), fueron ratas a las

que tan solo se abrid y cerrd el peritoneo y 2 grupos a los que se les indujeron las adherencias a

través de cirugia: un subgrupo de ratas con adherencias sin tratamiento y otro subgrupo de ratas

tratadas con una inyeccion intraperitoneal semanal de 0.2 ml clg-PVP durante 5 semanas (Tabla
2).

Las biopsias se obtuvieron de la regiéon de la pared abdominal posteriormente, se

congelaron en nitrégeno liquido durante 5 minutos y se consevaron a -70°C

GRUPOS - PROCEDIMIENTO  _ # DEANIMALES/ GRUPO

1. Contro! abrir-cerrar 3 semanas n=1

1 semana n=1
2. Sin tratamiento cirugia 3 semanas n=2
5 semanas n=3

1 semana n=1
3. Tratadas con clg-PVP cirugia 3 semanas n=1
S semanas n=3

TABLA 2. Grupos experimentales, procedimiento realizado y tiempo de obtencién de biopsias en cada
uno de ellos.

El nimero de biopsias peritoneales analizadas fue el siguiente: del grupo abrir-cerrar 6; de
los grupos no tratados @ 1 semana 6; a 3 semanas 6; y a 5 semanas 9 y de los tratados con clg-
PVP a 1semana 6; a 3 semanas 6; y a 5 semanas 9 secciones.

Lals biopsias congeladas se cortaron en un cridstato en secciones de 4-5 um, se depositaron
en portaobjetos recubiertos con silano (solucion de y-metacriloxipropiltrimetoxisilano [Sigma], al 2%
en acetona) y se fijaron en acetona absoluta a -20°C

Los criocortes se analizaron microscopicamente después de realizarse las tinciones

histolégicas e inmuohistoquimicas.
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DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LOS TEJIDOS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

La descripcion histologica se realizd a través de tres caracteristicas observadas y empleadas
como parémetros, para determinar si se habia o no formado una fibrosis en los tejidos: Ia
distribucién de las fibras de coldgena, que podian disponerse de forma paralela, compacta o a
manera de haces gruesos u oviflos. Otra caracteristica histoldgica observada fue el infiltrado
inflamatorio, el cual se diferencié en escaso, moderado o abundante; ademas se identificd si éste

fue perivascular o intersticial y la vascularidad se estableci6 al igual que los infiltrados como escaso,

moderado o abundante (Tabla 3).

PARA' ETRO OBSERVADO N ' CARACTERISTICA HISTOLOGICA
Dnstnbuuon de fi bra ' colgena Paraela, compcta 0 2 manera de haces gruesos u
ovillos.
Infiltrado inflamatorio Escaso, moderado o abundante; y si éste fue de tipo

perivascular o intersticial,

Vascularidad Escasa, moderada o abundante.

TABLA 3. Caracteristicas histolégicas dependiendo del pardmetro histoldgico observado.

DETERMINACION DE INFILTRADOS INFLAMATORIOS EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

La determinacion de infiltrados se realizd a través de un estudio doble ciego de todas las
laminillas de los grupos experimentales, estas observaciones se llevaron a cabo por triplicado en
cada grupo.

Los resultados se expresaron a través de un sistema de conteo con la asignacion de
nimeros relativos, con su respectiva descripcién en la Tabla 4.

NOMERO RELATIVO * “TIPO DE INFILTRADO INFLAMATORIO
0 Ausencia

Escasos

Ligeros

Abundantes.

1
2
3 Moderados
4
5

Muy abundantes

6 Todo el tejido cublerto

TABLA 4. Sistema de conteo para determinar los infiltrados inflamatorios.
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DETERMINACION DE LAS PROPORCIONES RELATIVAS DE LAS COLAGENAS TIPOS I
Y III

La determinacién de las proporciones relativas de coldgena tipos I y III se realizd a través
de un estudio doble ciego de todas las laminillas de los grupos experimentales, estas observaciones

se llevaron a cabo por triplicado para cada grupo de estudio experimental.

Los resultados se expresaron a través de la relacion de las colagenas tipos I y IlI (Tabla 5),

elementos predominantes del tejido conjuntivo en desérdenes fibrosos.

RELACION CLG TIPOS LY III (w/0) _ PROPORCION =~ = PROPORCION

e R

~ DPECLGTIPQIII =~ DECLGTIPOI
~ ENELTEJIDO *° =~ ENELTEIIDO

Zonas que abarcan 0/6 Zonas que abarcan 6/6
ERRAEN/[] Zonas que abarcan 1/6 Zonas que abarcan 5/6
mmEn/00 Zonas que abarcan 2/6 Zonas que abarcan 4/6
mm®/000 Zonas que abarcan 3/6 Zonas que abarcan 3/6
/0000 Zonas que abarcan 4/6 Zonas que abarcan 2/6
00000 Zonas que abarcan 5/6 Zonas que abarcan 1/6

TABLA 5, Sistema para determinar las proporciones relativas de colagena tipos I y III.

CUANTIFICACION DE HACES VASCULARES

La cuantificacidn de haces vasculares se realizé a través de un estudio ciego en el que
primero se conté el nimero de campos observados a 100x de todo el tejido; obteniéndose asi el
ndmero de campos. Posteriormente se cuantificd el nimero de vasos sanguineos entre el nimero
de campos observados en cada tejido y en cada gurpo de estudio. Todas las observaciones se

llevaron acabo por triplicado.

DETERMINACION DE CELULAS INMUNORREACTIVAS AL ANTICUERPO ANTI-PDGF
EN LOS GRUPOS DE ESTUDIO

La identificacion de células inmunorreactivas al anticuerpo anti-PDGF se realizd a través de

un estudio doble ciego de todas las laminillas de los grupos experimentales, en dos tejidos por cada
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grupo de estudio a un aumento de 100X.

Al encontrarse en los resultados una exacerbada cantidad de células inmunorreactivas para

el anticuerpo anti-PDGF, la determinacidn se realizé empleando un sistema para evaluar la densidad

descrito en la Tabla 6.

DENSIDAD

DESCRIPCION

No hay presencia de células inmunorreactivas.

X Zonas con escasas células inmunorreactivas.
XX Zonas con una moderada cantidad de células inmunorreactivas.
XXX Zonas con abundantes células inmunorreactivas.
00K Zonas con células inmunorreactivas que pueden llegar a abarcar la totalidad del

tejido observado.

TABLA 6. Sistema para evaluar la densidad de células inmunoreactivas al anticuerpo anti-

PDGF

* Sistema previamente utilizado en estudios similares (Larson, B. 1982; 1995).
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9. RESULTADOS

FIGURA 11. Vision macroscépica de las adherencias peritoneales formadas a las 5 semanas
postcirugia en ratas sin tratamiento y tratadas con clg-PVP.
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TINCION HISTOLOGICA TRICROMICA DE MASSON.

Las secciones del grupo control y de las adherencias sin tratamiento y tratadas con clg-
PVP fueron tefiidas segun la tincion de Massén. Esta tincién histolégica se caracteriza por tefiir
los diferentes tipos de coldgena en diversos tonos de azul, y las células e infiltrados

inflamatorios en rojo. Los resultados mostraron en las secciones del grupo control (CTRL) una

distribucion reticular de las fibras de coldgena tipo I y III asi como un moderado infiltrado
inflamatorio. En las adherencias sin _tratamiento se presentaron abundantes infiltrados
inflamatorios durante las 5 semanas de evaluacién (Tabla 7), ademas, las fibras de colagena se
observaron muy compactas y de distribucion paralela a diferencia dei control (Figura 12). En lo
que respecta al grado de vascularizacion, los tejidos de las ratas sin tratamiento presentaron un
gran nﬁmero de vasos sanguineos (Grafica 1) con infiltrados perivasculares (Figura 12).
Interesantemente, las secciones de las adherencias tratadas con c¢lg-PVP (Figura 13)
mostraron una disposicion de las fibras de colagena similar a los de los controles a lo largo del
tratamiento; la vascularidad disminuyé con respecto a las adherencias sin tratamiento y ademas
mostraron ausencia de infiltrados celulares perivasculares e intersticiales con respecto al tiempo

de tratamiento.
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FIGURA 12, Tincién
histolégica tricrémica
de Masson en
secciones del grupo
control (CTRL) y en
las adherencias sin
tratamiento a 1, 3, 4
Yy 5 sermanas
postcirugia. Los
diferentes tipos de
colagena se tifieron en
diversos tonos de azul y

los infiltrados
inflamatorios en  rojo.
(200X).

FIGURA 13. Tincién
histolégica tricrémica
de Massén en
secciones del grupo
control (CTRL) y en
las adherencias
tratadas con clig-PVP
al, 3 4y5semanas
postcirugia. Los
diferentes tipos de
coldgena se tifieron en
diversos tonos de azul y
los infiltrados
inflamatorios en rojo.
(200X}
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" INFILTRADOS INFLAMATORIOS

Semanas 14 3a 53

Control 2
Adherencias sin tratamiento 6 5 5
Adherencias tratadas con clg-PVP 5 5 0

TABLA 7. Infiltrados inflamatorios en secciones del grupo control, y en las adherencias
sin tratamiento y tratadas con clg-PVP a 1, 3 y 5 semanas postcirugia. 1I.:Infiltrados
Inflamatorios. La escala para cada tipo de infiltrado inflamatorio se asignd a través de los siguientes
nameros relativos: @; Sin LI.; 1: Escasos L.I; 2 Ligeros I:.1; 3 Moderados I.I; 4: Abundantes L.I; 5: Muy

abundantes 1.I; 6: Todo el tejido cubierto por 1.1.
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GRAFICA 1. Grado de vascularizacion observados en secciones del grupo control
(CTRL), y en las adherencias sin tratamiento y tratadas con clg-PVP a 1, 3 y 5 semanas

postcirugia.
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TINCION HISTOLOGICA DE HEROVICI.

. Para determinar la distribucién y relacién de colagena tipos I y III, se realizd la tincidn
de Herovici, que permite tefir las fibras de colagena tipo I en rojo y las tipo III en azul. Las
adherencias sin tratamiento fueron diferentes a las de los controles (Figura 14 CTRL); las fibras
de colagena tipo 1 (rojo en la Figura 14) se presentaron en forma de haces gruesos u ovillos
que abarcaron casi la totalidad del tejido. Mientras la coldgena tipe III (fibras azules) se
encontraba practicamente ausente a lo largo del tiempo (Tabla 8). En tanto que en las
secciones del grupo control, el arreglo de la colagena tipo I fue caracteristicamente reticular y
la coldgena tipo III fue mas abundante que en las secciones de las adherencias sin tratamiento

(Tabla 8). Interesantemente, los cortes de las adherencias tratadas con clg-PVP (Figura 15)

mostraron similitud con el grupo control en relacién a la coldgena tipo 1y III a lo largo del
tratamiento. En cuanto al grosor de las adherencias, éste fue mayor en las no tratadas y menor

en las tratadas con clg-PVP en la Ultima semana de evaluacion (Figura 14 [5] y 15 [5]).
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FIGURA 14. Tincion
histollégica de Herovici
en secciones del grupo
control (CTRL) y en las
adherencias sin
tratamientoa 1, 3, 4y
5 semanas postcirugia.
La coldgena tipo I
corresponde a las fibras
tefiidas en rojo y la tipo III
a las fibras tefiidas en
azul. La % indica haces
gruesos de coldgena tipo
I, las -+ indican zonas de
infiltrado inflamatoric, las
» indican haces
vasculares y las VA
indican el grosor de la
adherencia. (200X).

FIGURA 15. Tincién
histoldgica de Herovici
en secciones del grupo
control (CTRL) y en las
adherencias . tratadas
conclg-PVPa l, 3, 4y
5 semanas postcirugia.
la coldgena tipo I
corresponde 2 las fibras
tefiidas en rojo v la tipo Iil
a las fibras tefiidas en
azul. Las =+ indican zonas
de infiltrado inflamatorio,
las ® muestran haces
vasculares y las Va
indican el grosor de la
adherencia. (200X).
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GRUPO

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

sanguineos se
presentaron de forma
obliterada.

cuales se observd
ausencia de
infiltrados
perivasculares e
intersticiales.

TIEMPO:SEMANAS 12 3a 49 52
La distribucién de las
fibras de clg tipo I fue
caracteristicamente
reticular al igual que
la tipo II1.
CONTROL msan/00
Los infiltrados
inflamatorios se
presentarcn de
manera moderada al
igual que la
vascularidad
La distribucién de la | La distribucidn de las | La distribucion de las | La distribucion de las
clg tipo 1 se presentd | fibras de cig tipo I fue | fibras de clg tipo I fue | fibras de clg tipo I fue
en forma de haces compacta. compacta. compacta.
gruesos u ovillos. es/0000 anw/00O0 munw /00
ADHERENCIAS s/00000 Los infiltrados Los infiltrados Los infiltrados
Los infiltrados inflamatorios fueron inflamatorios fueron inflamatorios fueron
SIN inflamatorios se abundantes al igual abundantes y de abundantes en todo
presentaron que la vascularidad. localizacién el tejido al igual que el
TRATA- abundantemente, al perivascular asi nUmero de vasos
igual que la como intersticial. | sanguineos. Ei grosor
MIENTO vascularidad. En cuanto al grado de | de la adherencia fue
vascularizacion se mayor con respecto a
observé un gran las adherencias
numerc de vascs tratadas.
sanguineos en todo el
tejido.

La distribucidn de las | La distribucién de las | La distribucidn de las | La distribucién de las
fibras de clg tipo I fue | fibras de clg tipo I fue | fibras de cig tipo I fue | fibras de cig tipo I fue
tipicamente reticular | caracteristicamente | reticular al igual que reticular.
al igual que la tipo IIL. | reticular al igual que la tipo III. mE/0000

REER/O0 la tipo 1II aumentando a®/0000. Los infiltrados
ADHERENCIAS Los infiltrados la proporcion de la Los infiltrados inflamatorios fuercn
inflamatorios se ultima. inflamatorios fueron | escasos; al igual que
TRATADAS presentaron de =/000D0O0 escasos; al igual que la vascularidad.
manera moderada al Los infiltrados el nimero de vasos El grosor de la
CON CLG-PVP iguat que la inflamatorios fueron sanguineos, en los | adherencia fue menor
vascularidad. escasos. Los vasos

con respecto a las
adherencias sin
tratamiento.

TABLA 8. Caracteristicas histolégicas en secciones del grupo control (CTRL), y las adherencias
sin tratamiento y tratadas con clg-PVP a 4, 3, 4 y 5 semanas postcirugia. La proporcidn de colagena tipos 1
y 111 esta indicada en 6/6. Cada @ equivale a 1/6 de colagena tipo I y cada O equivale a 1/6 de colégena tipo II1.
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ANALISIS DE LA PRESENCIA DEL PDGF. Se llevd a cabo en los criocortes de las
adherencias con y sin tratamiento, a través de la reaccion de inmunoperoxidasa indirecta. El
PDGF expresado mostro diferencias entre los grupos de estudio. Las secciones de las

adherencias sin tratamiento (Figura 16) mostraron mas células con este mediador que las

secciones del grupo control o las de adherencias tratadas con clg-PVP (Gréfica 2). En las
secciones de adherencias sin tratamiento observamos que |a inmunorreactividad de las células
examinadas se asocid frecuentemente a la presencia de focos de infiltrados inflamatorios
(Figura 16). Las adherencias tratadas (Figura 17), expresaron niveles similares 0 mas bajos que

las secciones del grupo control, en las que se observaron niveles basales de células

inmunorreactivas (Figura 16).
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Figura 16. Expresion
del PDGF en secciones
del grupo control
(CTRL) y en Ilas
adherencias sin
tratamientoa 1, 3,4y
5 semanas postcirugia.
La expresién de células
inmunorreactivas estd
determinada por la
presencia de granulos
color café. La = indica
células nmunorreactivas y
la # indica zonas de
células  imunorreactivas
asociadas a focos de
infiltrados inflarhatorios.
(200X).

Figura 17. Expresién
del PDGF en
secciones del grupo
contro} (CTRL) y en
las adherencias
tratadas con clg-PVP
al,3 4y5semanas
postcirugia. La
expresion de  células
inmunorreactivas  estd
determinada por la
presencia de granulos
color café. La = indica
células inmunorreactivas,
(200X).
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DENSIDAD DE CELLULAS INMUNO-

" RREACTIVAS AL ANTICUERPO ANTI-DGF

Semanas 1a 3a 58
Control XX
- Adherencias sin tratamiento X0 XX XXX
Adherencias tratadas con clg-PVP X X XX

GRAFICA 2. Densidad de células inmunorreactivas al anticuerpo anti-PDGF en secciones del

grupo control, y en las adherencias no tratadas y tratadas con clg-PVP a 1, 3 y 5 semanas

postcirugia. —:No hay presencia de células

inmunorreactivas;

X. Zonas

con  escasas

celulas;inmunorreactivas; XX: Zonas con una moderada cantidad de células inmunorreactivas; XXX:

Zonas con abundantes células inmunortreactivas; XOXXXX: Zonas con células inmunorreactivas que pueden

{legar a abarcar la totalidad de! tejido observado.
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SIN TRATAMIENTO/CLG-PVP

SEMANAS DE TRATAMIENTO
PARAMETRO OBSERVADO 13 3a 53
INFILTRADOS INFLAMATORIOS PRPADN/ ABRNDY | AN/ AN RA PPN —
HACES VASCULARES ANDRAN A L L \L L L TL ) PN A
COLAGENATIPO 1 Y III DL LT LT L LT L) A/ PR
CELULAS INMUNORREACTIVAS AL TP/ ookl L) AP/
ANTICUERPO ANTI-PDGF

TABLA 9. Resumen de resultados en las secciones de adherencias sin tratamiento y tratadas

con clg-PVP a 1, 3 y 5 semanas.
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20. DISCUSION

Las adherencias peritoneales se originan como respuesta al dafio del mesotelio, el cual
induce la sintesis de mediadores solubles tales como el PDGF y el TGF-p, secretados por las células
peritoneales residentes y leucocitos del infiltrado inflamatorio (Kovacs, E. 1994). Estos factores
estimulan la proliferacién de fibroblastos y e! depdsito de colagena, produciendo una alteracion
permanente de la arquitectura tisular peritoneal (Fraizer-Jenssen, M 1993).

Debido a que las adherencias peritoneales, fundamentalmente, se inician a partir de
procesos inflamatorios cuyo mecanismo efector es el desarrolio de fibrosis, se evalud la
participacion de un biofarmaco que es la mezcla de colagena purificada tipo I de origen porcino con
PVP, que ha demostrado tener efectos fibroliticos y antifibréticos en procesos fibrosantes dérmicos,
tales como la cicatriz hipertréfica (Krotzsch-Gomez, FE. 1998) y la escleroderma (Furuzawa-
Carbalieda, ). 1998). Ademas, regula negativamente la produccién de citocinas y factores de
crecimiento tales como IL-1, TNF-a y PDGF, asi como de MACs ELAM-1 y VCAM-1, por io que en
consecuencia inhibe el proceso inflamatorio (Krotzsch-Gomez, FE. 1998).

Asi, en el modelo preventivo de formacién de adherencias peritoneales murinas, estudiamos
diferentes parametros de la inflamacién, tales como la presencia y tipo de infiltrados inflamatorios,
el grado de vascularizacion, la proporcidn relativa de colagena tipo I y III y la inmunodeteccion del
PDGF (Tabla 9). Los resultados de la determinacion y asociacién de los infiltrados inflamatorios
obtenidos de la histologia mostraron, en las secciones del grupo que no recibid tratamiento, la
presencia de un infiltrado celular abundante hasta la 5" semana, mientras que en ef tratado con
clg-PVP éste fue escaso y disminuyd de forma dependiente del tiempo.

Por otro lado, las adherencias no tratadas se encontraban vascularizadas desde la 12 hasta
la 5" semana, mientras que las tratadas se mantuvieron sin cambio y en todos los casos con un
nimero menor de vasos que las primeras. Con respecto a la proporcion de colagena tipo I y 111, los

cortes de las secciones del grupo no tratado presentaron una disminucién de la clg tipo III y un
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aumento en la tipo I, mientras que en las tratadas se observé un aumento en la clg tipo III y una
disminucién en la tipo I desde la 12 semana de tratramiento, siendo similares al control en la 52
semana. Finalmente, se detecté que sdlo en las adherencias tratadas con el biofarmaco habia una
menor cantidad de células inmunorreactivas en todos los tiempos analizados con respecto al grupo
sin tratamiento. Los resultados anteriores sugieren que el tratamiento con este farmaco es capaz de
modular el recambio de ia MEC de} peritoneo y la inflamacion asociada a esta patologia.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con las técnicas quirtrgicas como
laparotomias y laparoscopias se ha observado que nuestra estrategia terapéutica es mas eficaz
pues adn empleando técnicas quirirgicas especificas se siguen formando las adherencias
postoperatorias (Jansen, R. 1988). En cuanto a los farmacos antiinflamatorios, los corticosteroides
(Cohen, B. 1983) en el empleo dlinico postoperatorio es limitado por sus propidedades
farmacoldgicas que incluyen la inmunosupresion y la demora de la reparacién de la herida. En lo
que se refiere a corticoesteroides biodegradables como la DEX han mostrado mejores resultados
reduciendo la severidad de las adherencias (Hockel, M 1987). Sin embargo, las diversas
investigaciones son aun contradictorias. El uso de barreras liquidas (Hyskon) y las soluciones
cristaloides (amortiguador de fosfatos y soluciones salinas) parecen tener mejores resultados,
debido a que la barrera liquida crea un bafio de flotacién entre las superficies epiteliales y reduce
las adherencias, pero unicamente en porciones dependientes de la pelvis y no en sitios abdominales
superiores (Di Zerega, G. 1983). Dentro de las barreras sdlidas el TC7 vy el Preclude son las
herramientas mas efectivas para la prevencién de adherencias, pero el TC7 genera ciertas
dificultades en la hemostasia y la eliminacién del fluido peritoneal excesivo; y €l Preclude para la
fijacién de la misma en el sitio de dafio (Di Zerega, 1996).

Por su parte, el empleo de la clg-PVP, 'proporciona un nuevo horizonte terapedtico curativo
y preventivo para la fibrosis peritoneal, debido a que es un farmaco entre cuyas propiedades

intrinsecas se encuentran la de ser fibrolitico y antifibrético, modulador de !a inflamacion y por
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contener coldgena y PVP quizd sea capaz de generar un bafio de flotacion entre las superficies
epiteliales de manera transitoria. Ademas, este biofarmaco no ha generado reacciones colaterales,
ni secundarias adversas, y su uso y aplicacion resultan ser muy sencillas aln en el periodo
postoperatorio.

Con base en los resultados obtenidos sugerimos un posible mecanismo de accion de la clg-
PVP en la prevencion de adherencias peritoneales (Figura 18). Este se caracteriza primordialmente
por inducir una disminucién en los infiltrados inflamatorios, citocinas (PDGF) y posiblemente MACs;
que reducen el reclutamiento y quimiotaxis de células mesenquimaticas; por un decremento de Ia
proliferacién de las mismas, lo que a su vez desciende la sintesis de MEC (principalmente

colagena), que finalmente induce la disminucion de la fibrosis peritoneal a corto tiempo.
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FIGURA 18. Paosible efecto mecanistico de la clg-PVP en la prevencién de las

adherencias peritoneales murinas. Las flechas claras indican el mecanismo seguido por las

adherencias sin tratamiento y las flechas oscuras el seguido por las tratadas con ¢lg-PVP. L1.: infiltrados

inflamatorios, CIT: citocinas (proinflamatorias y fibrogénicas), MAC: moléculas de adhesion celular, MEC:

proteinas de matriz extracelular
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11. CONCLUSIONES

)
L

A través del andlisis histoldégico e inmunohistoguimico, se detecté un patrén de respuesta

diferencial a la reparacidn del dafio en las adherencias sin y con tratamiento con el biofarmaco.

Del estudio comparativo se observé la disminucién de los infiltrados inflamatorios y la
vascularidad, la modificacion en la disposicidn y la proporcién de fibras de colagena tipos 1y
III; y ademas se determind un menor porcentaje de células inmunorreactivas al anti-PDGF, en
las adherencias tratadas vs no tratadas, donde el empleo de la clg- PVP arrojé resultados

similares a los obtenidos en el grupo control.

Con base en la informacion obtenida acerca de la abundancia de los infiltrados inflamatorios, el
grado de vascularidad y de PDGF en las adherencias no tratadas, se puede proponer que la
inflamacidon cronica asociada a la fibrosis que se observa, se debe posiblemente al
reclutamiento de Mgs y proliferacion células residentes de la cavidad peritoneal, en la que
también intervienen la liberacion de citocinas que atraen fibrobiastos al sitio de dafio
amplificando la respuesta inflamatoria y aumentando el depdsito de proteinas de matriz
extracelular. En cambio en las adherencias tratadas con el biofarmaco se observa un proceso
modulado, caracterizado por una disminucién de los infiltrados inflamatorios, del depdsito de
colagena y de la produccidn de citocinas fibrogenicas particularmente PDGF, que disminuyen el
reclutamiento de células mesenquimaticas, la proliferacion de células efectoras y la sintesis de

matriz extracelular, esto Gltimo tal vez asociado a un incremento en la degradadacion.
Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio, se sugiere a la clg-PVP como una

alternativa terapéutica en la prevencion de la formacién de adherencias peritoneales

postquirargicas.
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12. APENDICE

TINCION HISTOLOGICA TRICROMICA DE MASSON

La tincién histolégica tricrémica de Massén se empled fundamentalmente para observar la
disposicién de las fibras de colagena, la presencia de infiltrados inflamatorios y la arquitectura
tisular.

Los pasos de la técnica tintorial se detallan a continuacion.
Los tejidos:

B Se lavaron con agua destilada 3 minutos.
W Se sumergieron en alumbre férrico acuoso al 5 % 30 minutos a 50 °C.
Se tifieron con hematoxilina de Regaud 30 minutos a 50°C.

Se lavaron con agua destilada.

Se diferenciaron en acido picrico hasta que los eritrocitos adquirieron una coloracion amarilio-
verdosa (aproximadamente 40 minutos).

Se lavaron en agua por 3 minutos.

Se tifieron con fuscina acida durante 1 minuto.

Se enjuagaron en agua destilada hasta eliminar el exceso de colorante.

Se sumergieron en acido fosfomolibdico durante 5 minutos.

Se retiraron del acido sin lavar.

Se tifieron con azul de anilina durante 2 minutos.

Se lavaron en agua destilada.

Se sumergieron en acido acético durante 2 minutos.

Se deshidrataron en etanol al 50%, 70%, 80%, 96%, etanol-xileno y xileno durante tres minutos
en cada uno.

B Finalmente se montaron en resina.

TINCION HISTOLOGICA DE HEROVICI,

La tincion histoldgica de Herovici se empled para distinguir la distribucién y relacién de la
colagena tipos I y III en los tejidos; donde: las fibras azules corresponden a la colagena tipo III y
las rojas a la colagena tipo I {Herovici, C. 1963).

Los pasos de la técnica tintorial se detallan a continuacion.,
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Los tejidos:

W Se tifieron con una solucidn de azul celestino durante 5 minutos.

W Se lavaron con agua.

Se tifieron con una solucién de hematoxilina durante 5 minutos.

Se lavaron con agua durante 15-30 minutos.

Se tifieron con amarillo metanilo durante 2 minutos.

Se diferenciaron en una solucién de acido acético al 1% y se lavaron en agua.
Se vird la tincién en una solucién de Li,CO; durante 2 minutos.

Se sumergieron en una solucion picropolicrémica durante 2 minutos.

Se sumergieron en acido acético al 1 % por 2 minutos.

Se deshidrataron en etanol al 50%, 70%, 80%, 96%, etanol-xileno y xileno durante tres
minutos en cada uno.

B Finalmente se montaron en resina.

TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA EN CORTES POR CONGELACION PARA LA
LOCALIZACION DEL PDGF

Los pasos realizados en la inmunohistoquimica se detallan a continuacion:

B Se realizaron criocortes de 4-6 pm de las biopsias peritoneales, los cuales se depositaron en
laminillas previamente recubiertas con silano (solucidn de y-metacriloxipropiltrimetoxisilano
[Sigma], al 2% en acetona).

B Se fijaron los tejidos en acetona absoluta a -20° C durante 3 minutos.

B Se blogued la peroxidasa endogena con una solucion 9:1 de metanol y H;0; al 30% durante 20
minutos.

B Se lavaron los portaobjetos en PBS al 0.01 M, pH 7.2,

M Se elimind el exceso del amortiguador.

B Se bloquearon los sitios de pegado inespecifico con leche descremada al 7%, incubando las
laminillas durante 30 minutos en camara himeda, a temperatura ambiente.

M Se enjuagaron las laminillas con PBS al 0.01 M, pH 7.2 y Tween al 0.3%, 3 veces durante 3
minutos cada lavado.

B Se elimind el exceso de amortiguador.
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Posteriormente se agregaron 200 a 250 ul de! anticuerpo monocional de ratdn anti-PDGF, diluido
en el amortiguador de PBS con leche al 7% a una concentracién de 20 pg/ml, o un anticuerpo
irrelevante (Suero de humano) para el control negativo.

Se incubaron las laminillas durante 24 horas a 4°C, en cdmara humeda.

Se Iévaron los portaobjetos con PBS al 0.01 M, pH 7.2 y Tween al 0.3%, 3 veces durante 3
minutos cada lavado.

Se elimind el exceso de PBS.

Se agregaron a los tejidos 200-250 pl de anticuerpo anti-IgG de conejo biotinado [Sigma], en
una dilucidn 1:40 en amortiguador de PBS con leche al 7%.

Se incubaron durante 45 minutos a 4 °C, en camara himeda.

Se favaron las laminillas con PBS al 0.01 M, pH 7.2 y Tween a! 0.3%, 3 veces durante 3 minutos
cada lavado.

Se agregaron a los tejidos de 200-250 ul de complejo avidina-peroxidasa en una dilucion 1:40
incubandose durante 45 minutos a temperatura ambiente en camara humeda.

Se lavaron los portaobjetos con PBS al 0.01 M, pH 7.2 y Tween al 0.3%, 3 veces durante 3
minufos cada lavado.

Se reveld la peroxidasa con una solucién de diaminobencidina (6 mg de 3'3-diaminobencidina
[Sigma], 10 ml de Tris-HCl pH 7.6, 0.05 M y 10 p! de H;O; al 30%) durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se pard la reaccion lavando con PBS al 0.01 MpH 7.2,

Posteriormente se contratifieron los tejidos durante 10 minutos con hematoxilina de Harris,

Se elimind el exceso de colorante con agua corriente,

Se viro la tincién con una solucién saturada de Li;COs.

Se lavo con agua corriente.

Se deshidrataron los tejidos con las siguientes concentraciones de etanol: 50% , 70%, 80% ,
96%, etanol-xileno y xileno durante 3 minutos en cada uno.

Finalmente se montaron los tejidos con resina.
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