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INTRODUCCION

El uso de animales de iaboratorio en las actividades de control de calidad de medicamentos y
productos biologicos, constituye una de las etapas finales criticas en la tarea de produccién
de farmacos a nivel mundial. De hecho el desarrollo de un nuevo producto es un esfuerzo
eminentemente cientifico, que esta basado en una sorprendente variedad de estudios de
factibilidad y ensayos previos, asi como de un tiempo considerable que se emplea desde que
se concibe un nuevo agente terapéutico, hasta que es finalmente puesto en el mercado. Los
beneficios de esta silenciosa labor, son observados practicamente a diario en todos los
hogares del mundo, pero especialmente en la elevacion de los indices de la promesa de vida
del hombre, que gracias a la investigacion farmacéutica ha tenido un incremento
espectacular en las ultimas cuatro décadas. En este contexio, los animales de laboratorio, su
entorno ¢ interrelacion con el proceso productive, han tomado una gran importancia como
elemento de juicio critico para la liberacién final de un fanmaco, evitando con ello un peligro
potencial de salud publica. De ahi la imperiosa necesidad de producir y mantener animales
de laboratorio de alta calidad, genética y ambientalmente definidos, mismos que resultan
esenciales para el desarrollo 6ptimo y en particular reproducible, de las diversas pruchas
bioldgicas y bioensayos a que son sometidos, para el aseguramiento de calidad y liberacién
de un determinado producto.

La mayoria de los procedimientos quirirgicos estan acompafados de dafio tisular no
deseado causado por el corte, la desecacion, la pérdida de suministro sanguineo adecuado y
ia abrasion por manipulacion. La respuesta natural de curacién de la herida producida por &l
cuerpo en el intento de proporcionar suministro sanguineo a las zonas de tejido
traumatizadas puede provocar la formacion indeseable de puentes de tejido conectivo
colagenoso en las superficies de los 6rganos o tejidos dafiados. Razdn por la cual es
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necesaria la intervencion y aplicacion de métodos preventivos para disminuir la formacion de
estructuras indeseables que limitan los resultados optimos, M3°871

Por mucho tiempo ha sido reconocido que la reconstruccidn de la cadena osicular y la
reparacion de perforaciones de la membrana timpanica requiere de mecanismos de soporte
deniro de la cavidad de oido medio. Zollner y Wullstein fueron los pioneros qurenes
iniciaimente realizaron ensayos en la reconstruccion de oidos crénicamente infectados.
Diferentes materiales han sido utilizados en la reconstruccion del espacio del oido medio en
un esfuerzo para prevenir los resultados adversos como ias adherencias del injerto al
promontorio y las adherencias fibrosas dentro del oido medio. Dentro de esos materiales se
han utilizados una gran variedad de sustancias como el algodon, sangre lofilizada, espuma
de gelatina y ofros materiales sintéticos y semisintéticos. Reconociende el potencial
alcanzado por estas sustancias para este fin se debe tener en cuenta la efectividad de unos
asf como el fracaso de otros. Otro factor importante durante 1a reconstruccion del espacio del
oido medio es la preservacion de la mucosa de esta cavidad, Debido a que la mucosa
denudada se ha descrito como contribuyente en incrementar los efectos adversos, la
preservacion de esta mucosa y su proteccion deben tenerse en cuenta y para ello se debe
tratar de defender y proteger con materiales que disminuyen la incidencia del tejido fibroso.
Materiales utilizados vy gque comparten en diferentes proporciones esta capacidad se
encuentran: el silicon elastomerizado (Silastic, Duralastic, Silvardale, WA), polytef (Teflon,
Ethicon, Cincinnati, OH), vy las peliculas de gelatina (Gelfilm, Upjohn, Kalamazoo, MI). Esos
materiales se han utilizado pensando en la funcién que poseen como barrera a la migracién
de fibroblastos dentro de las estructuras de soporte y como preventivos de las
complicaciones en la formacién de bandas cicatriciales y adherencias fibrosas, con el
consecuente potencial de alterar los resultados en a audicion.

ACIDO HIALURONICO

GENERALIDADES

El 4cido hialuronico o hialuronano (AH) es un polisacarido lineal que se produce de forma
natural. Es un constituyente comiin de los tejidos, biocompatibie y biodegradable. Ei gel
viscoso es una de las moléculas mas hidrofilicas de la naturaleza y se puede describir como
un “humectante hatural”.

Ha sido estudiado durante los Gitimos veinte afios, sobre todo en los procesos relacionados
con la curacion de heridas. Los estudios de curacion de heridas en fetes y de heridas sin
cicatrices mostraron que el AH juega un papel importante en el proceso. Como
consecuencia, se han desarrollado polimeros de AH modificado para utilizarse en una serie
de productos médicos que se consiguen por la mejora de las propiedades del material. Se
han establecido importanies afirmaciones en productos gque utilizan el AH, fales como Ia
reduccion de ia incidencia, extension y gravedad de las adhesiones postoperatorias en la
cavidad abdomino-pélvica y en otros productos para aliviar el dolor y mejorar la movilidad de
la articulacién y amplitud de movimiento en pacientes con osteoartritis. Através de estudios

clinicos se estdn desarrollando aplicaciones adicionales utilizando AH modificado y sus
beneficios.

PROPIEDADES BIOLOGICAS

El AH esta presente en todos los tejidos blandos de los organismos superiores, y
particularmente en gran concentracidon en el liquido sinovial y en el humor vitreo del ojo.
Juega un papel vital en muchos procesos bioldgicos como la hidratacion tisular, la



8.

necesaria la intervencion y aplicacion de métodos preventivos para disminuir la formacion de
estructuras indeseables que limitan los resultados optimos, M3°871

Por mucho tiempo ha sido reconocido que la reconstruccidn de la cadena osicular y la
reparacion de perforaciones de la membrana timpanica requiere de mecanismos de soporte
deniro de la cavidad de oido medio. Zollner y Wullstein fueron los pioneros qurenes
iniciaimente realizaron ensayos en la reconstruccion de oidos crénicamente infectados.
Diferentes materiales han sido utilizados en la reconstruccion del espacio del oido medio en
un esfuerzo para prevenir los resultados adversos como ias adherencias del injerto al
promontorio y las adherencias fibrosas dentro del oido medio. Dentro de esos materiales se
han utilizados una gran variedad de sustancias como el algodon, sangre lofilizada, espuma
de gelatina y ofros materiales sintéticos y semisintéticos. Reconociende el potencial
alcanzado por estas sustancias para este fin se debe tener en cuenta la efectividad de unos
asf como el fracaso de otros. Otro factor importante durante 1a reconstruccion del espacio del
oido medio es la preservacion de la mucosa de esta cavidad, Debido a que la mucosa
denudada se ha descrito como contribuyente en incrementar los efectos adversos, la
preservacion de esta mucosa y su proteccion deben tenerse en cuenta y para ello se debe
tratar de defender y proteger con materiales que disminuyen la incidencia del tejido fibroso.
Materiales utilizados vy gque comparten en diferentes proporciones esta capacidad se
encuentran: el silicon elastomerizado (Silastic, Duralastic, Silvardale, WA), polytef (Teflon,
Ethicon, Cincinnati, OH), vy las peliculas de gelatina (Gelfilm, Upjohn, Kalamazoo, MI). Esos
materiales se han utilizado pensando en la funcién que poseen como barrera a la migracién
de fibroblastos dentro de las estructuras de soporte y como preventivos de las
complicaciones en la formacién de bandas cicatriciales y adherencias fibrosas, con el
consecuente potencial de alterar los resultados en a audicion.

ACIDO HIALURONICO

GENERALIDADES

El 4cido hialuronico o hialuronano (AH) es un polisacarido lineal que se produce de forma
natural. Es un constituyente comiin de los tejidos, biocompatibie y biodegradable. Ei gel
viscoso es una de las moléculas mas hidrofilicas de la naturaleza y se puede describir como
un “humectante hatural”.

Ha sido estudiado durante los Gitimos veinte afios, sobre todo en los procesos relacionados
con la curacion de heridas. Los estudios de curacion de heridas en fetes y de heridas sin
cicatrices mostraron que el AH juega un papel importante en el proceso. Como
consecuencia, se han desarrollado polimeros de AH modificado para utilizarse en una serie
de productos médicos que se consiguen por la mejora de las propiedades del material. Se
han establecido importanies afirmaciones en productos gque utilizan el AH, fales como Ia
reduccion de ia incidencia, extension y gravedad de las adhesiones postoperatorias en la
cavidad abdomino-pélvica y en otros productos para aliviar el dolor y mejorar la movilidad de
la articulacién y amplitud de movimiento en pacientes con osteoartritis. Através de estudios

clinicos se estdn desarrollando aplicaciones adicionales utilizando AH modificado y sus
beneficios.

PROPIEDADES BIOLOGICAS

El AH esta presente en todos los tejidos blandos de los organismos superiores, y
particularmente en gran concentracidon en el liquido sinovial y en el humor vitreo del ojo.
Juega un papel vital en muchos procesos bioldgicos como la hidratacion tisular, la



) ?ﬁ‘ :,_.&h‘ a«‘gl;aw @l@imw :

;b}l

9.

organizacion del proteoglicano, la diferenmacuén celular, la anglogenesis y actos como el
recubrimiento protector alrededor de la membrana celular.

Se sospecha que juega un papel importante en la movilidad celular y en las interacciones
entre ellas.

El AH se une a las células a través de tres clases prmmpales de receptores de superficie
celulares, siendo el principal receptor el CD44, que es el que mas distribuido en el cuerpo. Si
se une a las células o a los componentes de la matriz extracelular, su naturaleza hidrofilica
crea un ambiente propicio para la migracion de células a nuevas zonas tisulares, mientras
que sus radicales libres y las propiedades de exclusion de proteinas ofrecen proteccion a las
células y a las moléculas de la matriz extracelular contra los radicales libres y el dafio
proteolifico,

El AH es el glicosaminoglicano (gag) principal y esta compuesto de unidades de disacarido
repetidos de acido glucurdnico y n-acetil glucosamina unidos por enlaces glucosidicos & 1-3
y B 1-4, (FIGURA 1).

Comercialmente se obtiene de la fermentacion de determinadas cepas de Estreptococo o
extraido de las crestas de gallo.

FIGURA 1. Composicion Quimica del Acido Hialuronico.

MODIFICACIONES DEL HIALURONICO

Debido a que el AH.es un gel viscoso muy hidratable, su uso como producto médico esta
limitado. E! tiempo de permanencia del gel natural es demasiado corto para muchas
aplicaciones. Se han realizado importantes esfuerzos para modificar el material, tales como
ser procesado en variedades de formas utilizables en el mercado médico. Por ejemplo los
polimeros son AH modificados obtenidos por esterificacion del grupo carboxilo de partes del
acido glucurénico con alcoholes aromaticos ¢ lineales.

Las propiedades del producto como la medida de degradacion, la hidrofobicidad, la forma del
producto acabado y ofros se pueden adaptar variando la cantidad de esterificacion y otros
factores del proceso. Esto proporciona un meétodo para dar al material forma de fibras,
laminas, malias, microesferas & materiales como esponjas.

BIODEGRADACION

La degradacion media del AH modificado, esta inflyida por una serie de factores como las
propiedades del material, la presentacion fisica del producto y el lugar de implantacion. El
tiempo de permanencia in vivo puede variar desde varios dias hasta meses. E! proceso de
degradacion puede variar entre los diferentes productos hialurdnicos modificados. Los
estudios muestran que la degradacion de estos AH modificados se produce a fravés de la
hidréiisis de uniones éster, liberando alcohol libre, seguido de la solubilizacion del material,
que posteriormente sufre la disociacién completa hasta las dos especies moleculares que
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FIGURA 2. Proceso de biodegradacion del Acido Hialurénico.

APLICACIONES DEL ACIDO HIALURONICO

En los Gltimos afios se ha mostrado gran interés en maleriales solubles que son altamente
biocompatibles y que pueden tener un efecto terapéutico en el cuerpo. La capacidad para
modificar el AH asociado con sus cualidades bioldgicas, le ha hecho protagonista de muchos
estudios y, como consecuencia, se han introducido en el mercado varios productos basados
en el AH. Dentro de las aplicaciones de este material podemos mencionar:

Oftalmicas .

£l AH fué comercializado por primera vez a principios del afio 1980 como Healon (Upjohn-
Pharmacia) en el campo de la oftalmologia como un gel viscoso. inyectable en la camara
anterior para proteger los tejidos del ojo como el endotelio comeal. Actualmente se
comercializan otros productos con AH con gran competencia de firmas en el mercado de 1a
oftaimologia.

Arliculaciones pequefias y grandes

La administracién intra-articular de AH se ha utilizado en animales y personas con eficacia
clinica probada. En personas, el AH se esta utilizando para aliviar el dolor y mejorar ia
movilidad de la articulacidén en el tratamiento de la osteoartritis mediante la inyeccién intra-
arficuiar de Hyalgan y Synvisc. También se ha propuesto para diversas enfermedades
articulares degenerativas como alternativa a la terapia tradicional con esteroides.

Curacion de heridas y cicatrizacién _

Los estudios han demostrado que el AH puede ser un componente crucial para la
reconstruccion tisular después de una lesion. Se ha propuesto que el AH realiza funciones
estructurales y de regulacidn durante la curacidén de heridas mediante la estimuiacion o
induccion de la movilidad celular, activando y regulando muchas funciones de las céluias
inflamatorias de 1a sangre y de las células residentes en el tejido conectivo.

Se ha documentado bien el importante papel jugado por el AH en la determinacion de la falta
de cicatrices en la curacién de las heridas fetales. La curacion de heridas en adultos difiere
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Oido Medio

La capacidad natural de curacion de heridas de los hialurdnicos puede ser ideal para la
reparacion de tejidos del oido medio después de intervenciones. En un estudio controlado en
humanos, se utitizd un polimero del AH modificado en forma de membrana con
microperforaciones, mejord la curacién de la cavidad de mastoides después de una
timpanoplastia en una ofitis media colesteatomatosa cronica. La re-epitelizacion fue
significativamente mas rapida comparada con el oido control. Un estudio en membranas
timpanicas de ratas mostraron que el AH redujo el tiempo de cierre con menos cicatrices en
la membrana timpanica. En un estudio sobre las membranas timpanicas rotas por
traumatismo en humanos, el AH demostré esperanzas mejorando el potencial de curacién de
la membrana timpanica oponiéndose a las infecciones del oido medio. En ofro estudio del AH
en el oido medio, el AH redujo ia formacion de tejido conectivo cuando se aplicd a una
esponja de gelatina absorbible comparado con una esponja de gelatina absorbible sin nada.

ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS

El AH es una molécula ideal para utilizar como transportador de medicamentos,
particularmente para la administracion local. El polisacarido es inmunoclogicamente inerie y
gue se encuentra como componente de todos los tejidos v liguidos. Se puede metabolizar en
los lisosomas de determinadas células, y la columna vertebral de la melécula proporciona
diferentes grupos quimicos que se unen a los medicamentos. ContinGian las investigaciones
para sistemas de administraciéon de medicamentos por via intravenosa y topica utilizando
hialuronicos modificados.

BIQCOMPATIBILIDAD

El AH por si mismo es "bioseguro” ya que es un constituyente natural del cuerpo. EI AH
modificado ha sido estudiado ampliamente por compafiias que realizan estudios de mercado
0 de seguimiento de ensayos clinicos con un producto en particular. En general, los
hialurdnicos modificados se han mostrado como seguros por estar demostrado en
numerosas aplicaciones sensitivas bioldgicamente como el ojo, zonas abdominopelvicas y
articulares y otras. Estudios independientes lubricantes de electrodos de implantes cocleares,
_ demostraron gue el material es no téxico cuando se evalud en oldos internos de cobayos.

GELFOAM

Es una esponja porosa desnaturalizada compuesta de una proteina no especifica libre de
antigenicidad. Este es un material insoluble que es absorbido y degradado por las enzimas
proteoliticas®. El Gelfoam fue inicialmente desarrolado en 1949 como un agente
hemostatico y desde entonces se le han descrifo y utilizado para otros fines en medicina.
Uno de esos fines ha sido proveer soporte en el oido medio para la membrana timpanica y la
reconstruccion osicular. Existen homologos del Gelfoam como el Gelfilm, el cual se
encuentra disponible desde 1950. Este es un material no-poroso similar al celofan que toma
una consistencia y caracteristicas gomosas cuando se humidifica. Este es aproximadamente
0.0?Smrgé de ancho y se encuentra en laminas que pueden ser cortadas en cualquier tamano
y forma “*, ' '

Se han tenido muchos elementos de juicio y preocupacion en el rol que juega el gelfoam en
el desarrolio de fibrosis en el oido medio. Muchos estudios se han realizado y publicado
demostrando la conducta y la responsabilidad del Gelfoam en las reacciones postoperatorias
en el oido medio 2** Doyle-Kelly demostraron que cuando el espacio del oido medio de los
congjos tenian una mucosa intacta y era abierta y empaquetada con Gelfoam, no se
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presentaba fibrosis postoperatoria.”® Hellstrom utilizé Gelfoam en el oido medio de ratas
después de que ia mucosa de estos era denudada.

Su estudio demostrd que ocurre una reaccitn tisular signifi catlva dentro dei oido medio que
fleva a una formacién extensa de fibrosis y de tejido conectivo.?®

Usando un modelo en perros, Joseph demostrd que el Gelfoam empaquetade en oidos
medios que previamente se habian denudados a nivel de sus promontorios, presentaban un
significativo grado de fibrosis.

Histologicamente &1 demostrd que la flbeSls y el tejido cicatricial ocurrié entre la membrana
timpanica y el promontorio del oido medio *°

DELIMITACION E IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

El problema por investigar es:

La eficacia de las microlaminas hechas a base de Acido Hialuronico en la dismlnumon de las
adherencias y fibrosis tisulares postoperatorias en animales de experimentacion describiendo
sus ventajas y desventajas para tal fin.

QBJETIVO GENERAL

Demostrar que con la utilizacion de minilaminas a base de Acldo Hialurdnico en oidos medios
de animales de experimentacién intervenidos quirGirgicamente disminuyen y/o eliminan las
adherencias y fibrosis que se podrian formar; y por jo tanto obtener mejores resultades
posquirtrgicos.

DISENO DEL ESTUDIO ( ESTRUCTURA Y ESTRATEGIA )
Es un estudio longitudinal, prospectivo, experimental, biomedico, clinice, otiginal y replicativa.

MATERIAL Y METODOS

Acciones gjecufadas

Se utilizaron veinte y cinco cobayos de la especie Dunkey-Hartley hembras, realizindose
timpanotomias exploradoras con la colocacion transoperatoria de dos diferentes materiales
en el oido medio, dejandolo por el termino de 1 mes v realizando una nueva intervencion en
cada animal para evaluar los cambios posquirirgicos al excoridrseles ei promontorio derecho
como parte de la lesidn quirdrgica y examinando la formacion o no de fibrosis en la cavidad
de oido medio y ofras alteraciones asi como exponer las ventajas encontradas asi como sus
desventajas con cada uno de los materiales utilizados. ‘

El protocolo de estudios fué evaluado y autorizado por la Division de Ensefianza &
Investigacion del Hospital Juarez de México asi como por el Servicio de Ciinica Experimental
y Bioterio del instituto Mexicano del Seguro Social,

Las muestras de cido medio ya intervenidas fueron evaluadas al término dei plazo estipulado
por un histopatologo quien analizé los tejidos de los oidos intervenidos por medio de técnicas
de fijacion, descalcificacion y tincidn especializadas describiendo lo observado y comparando
el efecto de las sustancias colocadas. Los animales fueron divididos en 2 grupos; Grupo A
(13 animales) a los que se les rellend con Gelfoam® solo (Pharmacia and Upjohn y Grupo B
(12 animales) se les rellend con Acido Hialurdnico solo, tomando el oido izquierdo de 6
animales del mismo total de 25 en forma aleatoria como control histoldgico con fines
comparativos.

Dichas intervenciones se realizaron en el Bioterio y Clinica de Cirugia experimental del
Centro Médico Nacional Sigio XX! perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social y en

donde se les proporcionaron a los animales intervenidos cuidados tanto pre, trans y
postoperatorios hasta la finalizacion del estudio.
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y Bioterio del instituto Mexicano del Seguro Social,

Las muestras de cido medio ya intervenidas fueron evaluadas al término dei plazo estipulado
por un histopatologo quien analizé los tejidos de los oidos intervenidos por medio de técnicas
de fijacion, descalcificacion y tincidn especializadas describiendo lo observado y comparando
el efecto de las sustancias colocadas. Los animales fueron divididos en 2 grupos; Grupo A
(13 animales) a los que se les rellend con Gelfoam® solo (Pharmacia and Upjohn y Grupo B
(12 animales) se les rellend con Acido Hialurdnico solo, tomando el oido izquierdo de 6
animales del mismo total de 25 en forma aleatoria como control histoldgico con fines
comparativos.

Dichas intervenciones se realizaron en el Bioterio y Clinica de Cirugia experimental del
Centro Médico Nacional Sigio XX! perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social y en

donde se les proporcionaron a los animales intervenidos cuidados tanto pre, trans y
postoperatorios hasta la finalizacion del estudio.
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Los animales fueron adquiridos del Centro de control de calidad animal del Instituto Mexicano
del Seguro Social por conducto del mismo Bioterio antes mencionado.

Ademéas se utilizd equipo de cirugia experimental incluido un microscopio guirdrgico e
instrumental microotoquirargico.

Al mes se sacrificaron por medio de el metodo de camara de Bidxido de Carbono proveida
por €l mismo Bioterio,

El mismo dia del sacrifico se retird ! hueso temporal trabajado por medio de decapitacion
removiendo la cabeza y retirandoles la piel y los musculos; el craneo fué seccionado
sagitaimente a nivel de la linea media y anteriormente al Conducto Auditivo Externo en
sentido coronal.

Luego se procesaron las muesiras por el Servicio de Patologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional perteneciente al instituto Mexicano del Seguro
Social.

Las muestras seccionadas fueron evaluadas por la presencia o ausencia de Gelfoam, Epifilm
y fibrosis.

El grado de fibrosis fué determinado por la medida subjetiva en que ésta se encontrd
rellenando la cavidad del oido medio. Si el oldo medio se encontraba rellenado del 0% al
25% de fibrosis, al espécimen se le categorizt con grado 1. Si se encontrd del 25 al 50% de
fibrosis, se le categorizd con grado . §i se encontrd del 50% al 75% se le categorizd con
grado lll y si se encontrd del 75% al 100% se le did el grado V.

Ademas se encontraron otros tipos de reacciones fibroticas en el andlisis como pueden ser la
presencia de bandas f;brosas fibroblastos, cartilago y glandulas. (TABLA 1), &

TABLA 1.

ESCALA GRADUADA DE FIBROSIS

Grado | Grado Grado Il Grado IV

=
0%a 25% | >25% a <50% f >50%a <75% | >75%

Posteriormente se reunié toda la informacidon analizandose y obteniéndose respuestas en
cuanto a la efectividad de el producto estudiado en evitar o disminuir 1a formacion de fibrosis
y otros cambios tisulares asi como cualquier otro tipo de efecto a nivel del oido medio.

Luego se obtuvieron conclusiones las cuales irlan encaminadas a dar recomendaciones y
limitaciones para poder ser utilizado este producto en cirugias de cide medio en humanos sin
producir mayor dafio y obteniendo los resultados finales esperados.

En ias secciones posteriores se describen los procedimientos que se siguieron en una forma
detallada asi como otras especificaciones de vital imporiancia para la elaboracion de un
frabajo de investigacion como éste.

DESCRIPCION DEL BIOTERIO Y CLINICA DE CIRUGIA EXPERIMENTAL

Un Bioterio constituye una &rea de apoyo basico, especializado en la produccidon y
mantenimiento de diversas especies de animales de laboratorio.

Su mision institucional generalmente se establece en relacion directa con la naturaleza del
proposito para el cual haya sido creado.

En aquellas instancias en donde el énfasis del programa sea la ensefianza e investigacion
biomédica, su esquema de trabajo serd enfocado con mayor cobertura e interés hacia la
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provision de servicios muy generales, en donde deberd mantener en ooas;ones pequefios
nticleos de diferentes especies para satisfacer necesidades especificas.""! (FOTO 1)

FOTO 1. BIOTERIO DEL CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

Asimismo si la tarea medular es el control de la calidad de productos quimicos y bioldgicos,
entonces seran enfatizadas la compra y cuarentena ¢ blen, la produccién masiva de roedores
y lagomorfos de laboratorio usados en dichas prusbas.

Sin embargo, independientemente del enfoque dado a un bioterio y sus sectores de servicio,
considerando que la mayoria de las funciones y responsabilidades que les son inherentes en
las diferentes instituciones, comparten un grado de similitud importante, se concluye que
estas areas poseen necesidades de tipo organizacional muy similares entre si, mismas que
deberan ser estructuradas con la meta de que les permitan operar en un marco de alta
eficiencia para el desarrolio de cualquier trabajo de investigacion el cual involucre animales
de experimentacion; para ello es indispensable contar con el apoyo absoluto de un Bioterio &l
cual debe de poseer como parte integral del mismo una clinica de cirugia experimental,
siendo que al realizar los procedimientos dentro de las mismas instalaciones se les podran
proporcionar los cuidados inmediatos a los animales asi como el alojamiento y
mantenimientos necesarios todo dentro de un mismo marco protocolario.

Dentro de la organizacion interna de este Bioterio se debe de contar con:
@SERVICIOS MEDICO VETERINARIOS

 XSECCION DE PRODUGCION ANIMAL .
XSECCION DE ADQUISICION Y CUARENTENA DE ANIMALES
XSECCION DE EXPERIMENTACION ANIMAL

@SERVICIOS GENERALES DE CUIDADO ANIMAL
@SERVICIOS ADMINISTRATIVOS

. Se nos facilitaron sus instalaciones fisicas en donde se pudieron desarrollar intervenciones
experimentales en estos animales; las cuales seran descritas posteriormente y que por
medio de las cuales se aportan recomendaciones y medidas generales.

Utilizamos sus quirdfanos los cuales cuentan con todo lo elemental para desarrollar un
trabajo experimental de este tipo. (FOTO 2 y 3). Este Bioterio cuenta con su sistema de
autoclave para la esterilizacion de los diferentes instrumentos quirGrgicos. (FOTO 4). Ademas
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de sus lavatorios para realizar las cirugias con las manos lo mas asépticas posibles. (FOTO
5)“1.6,7,11.

16.

FOTO2Y3.
- QUIROFANOS DE
CIRUGIA
EXPERIMENTAL

FOTO 4. SISTEMA DE
ESTERILIZACION AUTOCLAVE

FOTO 5. SISTEMA DE LAVADOQ DE
MANOS QUIRUGICO

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En el desarfollo de este ensayo experimental se eligid al cobayo como modelo
anatomoquirtrgico, por contar con muchas facilidades en cuanto a su cuidado, asi como la
similitud con el oido humano.

Los animales se nos entregan para la realizacion de jos procedimientos con todas las
medidas higiénicas necesarias y exigidas tanto por el Bioterio como por control de calidad.

A continuacion presentamos una descripcion detallada de este Gtil animal de laboratorio:

EL COBAYO

Es llamade también cuyo o curi, es un mamifero roedor originario de la zona andina de
Bolivia, Colombia, Ecuador y Perll donde fueron encontrados en las casas de los indios, ya
gue estos eran utilizados como alimento.

Pruebas existentes demuestran que el cuyo fue domesticado hace 2500-3600 afios.

La distribucion de la poblacion de cuyos en el Per(l y ef Ecuador es amplia; se encuentran en
la casi totalidad del territorio, mientras que en Colombia y Bolivia su distribucién es regional y
con poblaciones menores.

Por su capacidad de adaptacidn a diversas condiciones climaticas, los cuyos pueden
encontrarse desde la costa o el llano hasta alturas de 4500 metros sobre el nivel del mar y en
zonas tanto frias como calidas,

Después de la conquista fué exportado y ahora es un animal casi universal. En la actualidad
tiene miltiples usos (mascotas, animal experimental, etc.), aunque en los Andes sigue siendo
utitizado como un alimento tradicional.”®"" (DIBUJO 1).
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DIBUJO 1. RUTA DE DISEMINACION E HISTORIA DEL COBAYO.

NOMENCLATURA UTILIZADA PARA LOS COBAYOS

Los cientificos y los nedfitos usan el término CERDO DE GUINEA a pesar de que en realidad
los cobayos no sean originarios de guinea.
Los criadores frecuentemente usan el término CAVY que deriva del nombre genérico.

(TABLA 2).
TABLA 2.

CLASIFICACION TAXONOMICA

[COBAYO, CAVY, CUYO O CURI

CAVIA PORCELLUS

5@5“ 1 'RODENTIA
SUBORDEN: || HySTRICOMORPHA
FAMILIA: CAVIDAE

GENERO: CAVIA

ESPECIES:  [CAVIA APEREA APEREA

ERXLEBEN

CAVIA APEREA APEREA
LICHTENSTEIN

CAVIA CUTLERI KING

[ CAVIA PORCELLUS

CAVIA COBAYA

cuerpo compacto y carecen de cola.

Existen tres tipos o variedades que se
caracterizan por tener una textura diferente en el

peio:

v El cobayo inglés tiene el pelo corto, liso
derecho y un poco grueso.

v El cobayo abisinio tiene el pelo corto y
grueso, distribuido irregularmente en diversos
sitios en forma de remolino, rosetas & espigas,
lo cual da al animal una apariencia de

1 desalifiados.

v" El cobayo peruano tiene el pelo largo, fino y
sedoso, el cual puede estar o no distribuido en
forma de remolino. Tiene una capa de pelo
mucho mas larga (hasta 16 cm) ademas de
poseer {fambién formaciones de rosetas.

Existen también animales peruanos de pelo

i largo y suave llamados angora o sheltis. Los

cobayos pueden ser albinos, blancos, negros,
agouti, arenoso, bicolor o tricolores. Poseen un

El 90% de los cobayos usados en la investigacion son de origen inglés, del cual provienen
las siguientes cepas: '

*HARTLEY

RN NN

*SHORTHAIR.

*DUNKIN-HARTLEY

*PILBRIGHT-HARTLEY
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FOTO 6. COBAYO ESPECIE DUNKIN-HARTLEY

E! Dunkin-Hartley; animal elegido en este estudio; se caracteriza por un pelo relativamente
suave, corto, bien implantado y dirigido hacia atras, de una longitud de unos 4 cm,

Las dos estirpes de cobayo mas empleadas en investigacién son la 2 y la 13. ambos son de
pelo corto, son tricolores en su mayoria blancos normalmente con manchas negras o
marrones alrededor de orejas y cabeza.

Los cobayos ocupan el cuarto lugar en nimero de animales empleados en investigacién.**'"
(FOTO 8).

ANATOMIA DEL OIDO DEL COBAYO
La descripcion anatdmica del 6rgano vestibulococlear de los cabayos (cuyos~gu1nea pigs)
puede ser dividida en dos partes:

1. PORCION CARTILAGINCSA
2. PORCION OSEA

La PORCION CARTILAGINOSA deil oido de los cabayos consiste principalmente de una
gran auricula con prominencias cartilaginosas y concavidades que son homdlogas a las
auriculas de ofras especies de mamiferos. Esta auricula con sus prominencias termina en
forma de embudo en el meato auditivo y en su conducto auditivo externo cartilaginoso siendo
este Ultimo poco fortuoso vy largo. La porcién medial de este conducto es continua con la
porcién dsea del conducto audilivo externo siendo la proporcién entre la cartilaginosa vy la
osea de 2 O 3 veces mas grande la primera que la segunda. Debido a el tamaric y la
tortuosidad es extremadamente dificil visualizar la membrana timpanica en estos animales.
La exposicidn quirGrgica de el conducto auditivo 6seo y de la membrana timpanica asi como
de estructuras internas debe ser logrado por la remocién quirdrgica o incision de parte del
conducto cartilaginoso.

Un elemento anatdomico importante en el conducto auditivo externo es que la porcion
extratemporal del nervio facial pasa en una proximidad cercana en sentido caudal y ventral a
la unién de las dos partes del conducto. Esta posicion vulnerable ha sido determinada por la
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localizacion inusual del foramen estilomastoideo en el hueso temporal el cual se encuentra
posicionado caudal y dorsal al conducto auditivo externo 6seo. (FOTQ 7)

FOTO 7. PABELLON AURICULAR Y OIDO EXTERNO.

La PORCION OSEA puede ser convenientemente descrita en términos de 3 segmentos; ia
Timpanica, Bullar y la Porcion Petrosa del hueso temporal. Los dos temporales tienen forma
iregular y en conjunto forman la mayor parte de la boveda ésea que incluye al cerebro. Elfos
se articulan en sentido dorsorostral con la escama, ventrorostral con las alas laterales de la
basiesfenoides, ventromedial con la basiesfenoides y basioccipital, caudalmente con el
occipital y lateralmente con los huesos accesorios,

La bulla impanica la cual es una cavidad prominente en posicidn ventral, contiene el oido
medio & interno, esta bulla se encuentra medial al conducto auditivo externo y su meato.

El segmento o porcidn timpanica del hueso temporal es una parte circular 0 incompletamente
circular de segmento Oseo, extendiéndose lateralmente de la membrana timpanica. En estos
animales es una porcidn extremadamente pequefia y en un corte sagital; el didametro es
aproximadamente la mitad de el diametro de la membrana timpénica, por ello la membrana
timpanica no puede observarse completamente por el conducto auditive externo. Por su
disposicion excéntrica la vision proveida es mejor en su porcion dorsal que la ventral. Lo
anterior es debido a que se observa mejor la porcién ventral del hueso timpanico.

El conducto 6seo se encuentra rodeado por uno O dos pequefios ventrorostrales
semicirculares huesos accesorios. El hueso proximal, llamado hueso anular es planc y
semicircular, articulandose con el labio ventral del conducto externo. Este es el que se
presenta en forma mas consistente y es el mas grande. Cuando los dos huesos estan
presentes, el mas lateral es llamado hueso auricular tiene forma triangular y semicircular con
su apex dirigido en forma lateral. Estos huesos se encuentran unidos fuertemente por
ligamentos y bandas fibrosas.

El segmento bullar se encuentra posicionado entre el segmento petroso del hueso temporal y
el segmento timpanico. Esta porcién incluye el espacio aéreo del oido medio o cavidad
timpanica, masloidea y el receso que incluye las estructuras vitales del oido medio
importantes en la audicion. En ella existen tres protuberancias ---la dorsal, laberintica y la
bulla mastoidea-—estan formados por esta porcién de hueso temporal: ellos estan localizados
de tal forma gue se comunican con el espacio del oido medio por conexiones aéreas.

La buffa dorsal, la cual puede ser llamada receso epitimpanico. Esta localizada
inmediatamente dorsal al conducto auditivo externo y la membrana timpanica. Puede ser
abordada quirdrgicamente con facilidad por una incision dorsal al canal auditivo. A través de
esta bulla se puede observar con facilidad la cabeza del martilio y el cuerpo del yunque, los
cuales estan unidos por la articular incudomaleclar. Medial y dorsal a estos oslculos pueden
ser vistas las prominencias dseas de los canales semicirculares anterior y lateral. El hueso
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sobre los canales puede ser tan delgado que una fina linea gris puede delinear el lugar en
donde pasa el conducto membranoso. Ventral a las prominencias de los canales se
encuentra localizado el segmento horizontal del nervio facial en su canal dseo (Canalis
Facialis). '
En una proyeccion ventral de el segmento bullar se encuenira la mas grande de las 3 bullas,
la bulla laberintica. Es aqui donde se encuentra la coclea con sus 4 y media vueltas. Esta es
una porcién dsea del laberinto que incluye en su interior al dérgano sensitivo de 1a audicion
acomodando en su interior a la microscopica membrana basilar y al érgano de Corti el cual
toma forma acomodandose en su continente dseo & coclea. La cubierta 6sea que incluye al
organo sensorial del laberinto membranoso es llamado capsula Otica.

Dos ventanas o fenestras estan asociadas con la cdclea y pueden ser encontradas cerca. La
vestibular o oval (Fenestra Vestibuli), incluye a la platina del estribo (Basis Estapedis) y es Ia
principal entrada de las ondas conductivas de presién sonora a los fluidos laberinticos por la
via de la cadena osicular. La coclear & ventana redonda (Fenestra Coclear), incluye a la
membrana de la ventana redonda (Membrana Timpanica Secundaria), la cual logra una
liberacion de presiones al permitir el desplazamiento de los fluidos laberinticos debido a los
movimientos estapediales. | a ventana redonda de estos animales esta directamente caudal y
dorsal, mas que en direccion ventral como en la mayoria de los mamiferos. Debido a que
esta ventana no fiene un labio dseo, la membrana de la ventana redonda es extremadamente
vulherable a las lesiones y ademas es facilmente accesible para la instrumentacion
guirdrgica. La ventana redonda se encuentra casi de frente directamente hacia el estribo en
la ventana oval. (FOTO 8).

- Tal

FOTO 8. ASPECTO INTERNO DE LA BULLA TIMPANICA VISTA DESDE ABAJO.

La pared lateral de esta bulla esta formada por la membrana timpénica y por el mango y la
columna del martillo. La membrana timpanica (Membrana Tympani) es como en otros
mamiferos, de forma cdnica con una delgada capa, la cual en los cobayos tiene una gran
superficie comparada con la ventana vestibular.

El diametro de la membrana timpénica es de aproximadamente 9 & 10 mm, lo cual varia de
especie en especie de cobayos no importando asi su tamafio 0 peso. Mientras que la
ventana vestibular puede medir menos que 1 por 1 mm de diametro. Esto logra un gran radio
aereo que ayuda a facilitar el mecanismo de conduccion de las ondas sonoras de presion de
la membrana timpanica al laberinto.

Los huesesillos auditivos (Ossicula Auditus) en los cobayos consisten en 3 pequefios
huesos. El mayor es el martillo (malfeus), el cual tiene una cabeza (caput mallei), un cuelio
(collum mallei), y un mango & proceso large (manubrium mallei). Un proceso corto lateral
(processus lateralis), se extiende lateraimente de la terminacion dorsal del mango mientras
gue otro mas largo se extiende en forma rostral (processus rostralis), este ayuda a anclar el
martillo al aspecto rostral de la cavidad timpanica por sus ligamentos. (FOTO 9).
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FOTO 9. ASPECTO INTERNO DE LA BULLA TIMPANICA VISTO POR ARRIBA.

La columna es parte de este hueso y el mango del martilio es una pequefia formacion ésea
en medio de la membrana timpanica conocido como Umbo (umbe membranae timpani). El
cuello del martillo se encuentra unido con el cuerpo del yunque siendo esta unidén conocida
como Ja articulacién incudomaleolar (articulatio incudomallearis).

El segundo osiculo mas grande es el yunque (incus), el cual tiene un cuerpo (corpos incudis),
un proceso largo {crus longumy}, y un proceso corto { crus breve ),

Estos osiculos se articulan con la cabeza del martillo por medio de una fusion incudomaleolar
y con la cabeza del estribo por medio de la arliculacion incudoestapedial (articuiatio
incudostapedia), una articulacién diartrodial. Una extension posterior del cuerpo del yungue,
el proceso corto, anclan a la cadena osicular hacia el epitimpano por medio de ligamentos
fuertes. El proceso largo se extiende ventralmente de ei cuerpo y forma un angulo recto con
el proceso terminal (os lenticulare), el cual se articula con la cabeza del estribo.

Ei estribo (stapes) es el mas pequefio de los huesos auditivos y se encuentra interpuesto
entre el proceso largo del yunque v el laberinto,

La cabeza del estribo (caput stapedis) se encuentra unido a la platina (basis stapedis) por
medio de 2 cruras (crura rostrale et caudale). La platina se encuentra anclada en la fenestra
vestibular y se conoce como la articulacion estapediovestibular (articulatio vestibuli stapedia),
la cual se clasifica como una articulacidén sindesmotica. Un hallazgo inusual en la ventana
oval es la presencia de un puente delicado de hueso que se extiende de el Canal de Falopio
a través de un espacio intercrural de el estapedio al promontorao Posiblemente este es un
remanente de la arteria estapedial. (FOTO 10).

FOTO 10. OSICULOS AUDITIVOS

Con los osiculos del oido medio se involucran 2 muasculos: el muisculo estapedio (m
stapedius) tiene su origen dentro del canal descendente del facial y la eminencia piramidal
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{eminentia puramidalis), y se inserta por medio de un pequefic tendon en el aspecto caudal
del cuelio del estapedio.

Se encuentra inervado por una rama del nervie facial.

Otro es el musculo tensor del timpano (m. tensor tymapni), este se origina de una depresion
concava y Osea en la region anterior de el epitimpano en sentido rostral a la ventana
redonda. Se inserta por medio de un pequefio tenddn que protruye lateraimente al aspecto
medial del cuelio det martillo. Se encuentra inervado por una rama del 5to. par craneal,

£n los cobayos también existe la Trompa de Eustaquio (tuba auditiva) la cual mide
aproximadamente 1 cm. Esta se abre directamente en la cavidad nasal en una region por
arriba del paladar blando y rostral a la glotis.

La Gliima bulla es la bulla mastoidea (paries mastoideus), la cual es la mas peguefia del
hueso tempeoral v la cual se encuentra caudal al conducto auditivo externo.

Esta se encuentra separada de la bulla epitimpénica por el foramen estilomastoideo.

En este se encuentra incluido el nervio facial y la membrana laberintica. (FOTO 11).
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FOTO 11. DISTRIBUCION DE LAS BULLAS MASTOIDEAS.

Cuenta con un conducio auditive interno por donde entra el nervio facial y los nervios
vestibulares encargados del equilibrio.

Se encuentra dividido por diversos canaliculos separados por la cresta vertical.

Estos nervios inervan las dos maculas tanto la sacular como la utricular encargadas de las
aceleraciones lineales.

Cuenta ademas con 3 canales semicirculares los cuales se encuentran de las aceleraciones
angulares.

Ademas se describe el nervio coclear el cual inerva la coclea,

Este nervio representa aproximadamente 24,000 neuronas mientras que el nervio vestibular
representa aproximadamente 8,000 neuronas.

A nivel del hueso temporal se encuentran ademas la apertura del acueducto coclear y la
apertura para el acueducto vestibular. '

IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES

Existen algunos cédigos de identificacion para animales de talla pequefia como pueden ser
los roedores.

Este tipo de sistemas resuitan extremadamente Gtiles para lograr una identificacién positiva
de ios sujetos, ya sea en colonias de produccion o en las pruebas diversas.

Para implementar este confrol se emplea un dispositivo llamado perforador de membranas
con el cual se hacen muescas en una o las dos orejas del roedor, adjudlcéndo!es un valor

convencional. Dicho valor depende del lugar de la muesca en la oreja del animal.®
(PIBUJO 2).
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DIBUJO 2. CODIGO DE IDENTIFICACION PARA COBAYOS

ANESTESIA

Los cobayos se encuentran entre los roedores mas dificiles para conseguir anestesia segura
y eficaz. Su respuesta a muchos anestésicos es muy variable y se observan frecuentemente
complicaciones post-anestésicas como infecciones respiratorias, alteraciones digestivas y
depresion generalizada e inapetencia.

Estos problemas pueden evitarse mediante una seleccién cuidadosa de anestésicos y un alto
estandar de cuidados intra y post-operatorios. En la folo 12 se presentan los 3 medicamenios
recomendados y utilizados en el presente ensayo.

Dichos medicamentos tienen un alto beneficio en cuanto a analgesia, anestesia tanto general
como local asi como miorrelgjacion. Ellos son el Clorhidrato de Ketamina, Clorhidrato de
Xilocaina y Clorhidrato de Xifacina, 3%

FOTO 12. MEDICAMENTOS ANESTESICOS USADOS

Medicacion pre-anestésica

Por lo regular no es necesaria, ya que son animales no agresivos y faciles de manejar, pero
si se va a administrar un anestésico intravenoso (IV) en la vena de la oreja, es ventajosa una
sedacion inicial.

La Xilacina administrada sola tiene efectos sedantes muy variables en los cobayos, pero
potencian los efectos de otros agentes anestésicos.

La atropina deberia administrarse para minimizar el volumen de secreciones bronquiales y
salivares. Este medicamento no fue utilizado en nuestro estudio.

Es particularmente Gtil en los cobayos debido a sus vias aéreas relativamente esirechas, las
cuales son propensas a la obstruccion.

En caso de no utilizar preanestésicos, 1a dosis de los agentes anestésicos debera reducirse
la dosis en un 30-50%.
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Nosairos recomendamos para este tipo de intervenciones Clorhidrato de Xilacina a dosis de
1-5 mg/kg de peso con lo cual se mantuvo en excelentes condiciones a los animales
pudiéndoseles aplicar et anestésico y sin producir molestia alguna.

lLa via fue intramuscular en la region del muslo con la rutina ya establecida de aspiracion
previa para evitar que el farmaco vaya directamente ai torrente sanguineo.

Este medicamento tiene un efecto miorrelajante, sedante y analgésico. 3***(FOTO 13).
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FOTO 13. FRASCO DE CLORHIDRATO DE XILACINA.

Anestesia General

Agentes inyectables: la administracion intravenosa (IV) de farmacos anestésicos es dificil en
cobayos; normaimente se aplican via intraperitoneal (IP), subcutanea (SC) o intramuscular
(IM). :

Los cobayos enfermos son extremadamente susceptibles a la anestesia. Los animales se
pesan cuidadosamente y se calcula la dosificacion de manera precisa.>*'* (FOTO 14).

El peso recomendado para la aplicacion de los anestésicos se concluyd en este ensayo que
deberia de ser de entre 800 y 900grs, Con este peso se obtuvo resultados favorables
disminuyendo los efectos adversos producido por dichos farmacos y obteniendo sedacion,
analgesia, hipnosis y anestesia tanto general como local éptimos para trabajar en un periodo

de entre 451?inutos a 1 hora sin producir dafio a la especie con un periodo de hipnosis de 90
a 120 min, ™

FOTO 14. EVALUACION DEL PESQO DE LOS COBAYOS

Para lograr ese efecto se recomienda utilizar una combinacion estandar muy utilizada por los
servicios de bioterio y que produce efectos excelentes; dicha combinacién es de Clorhidrato

de Ketamina con clorhidrato de Xilacina a razén de 60-70 mg/kg + 1-5 mgfkg peso por via
intramuscular. (FOTO 13 y 15)
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Esta férmula fue la utilizada por nosotros durante este ensayo. #9111

FOTO 15. FRASCO DEL CLORHIDRATO DE KETAMINA

Posterior al procedimiento de pesar al animal y de aplicarsele los anestésicos, analgésicos y

miorrelajantes procedemos a esperar aproximadamente 10 minutos para lograr el efecio

medicamentoso necesario para poder iniciar la cirugia. ‘ ‘
Para poder iniciar la cirugia tenemos que realizar antisepsia de la region operatoria, en este

caso es la reqidn periauricular. '

Esta previamente se realiza limpieza con alcohol al 70% vy luego se le aplica timerosal como

desinfectantes locales.

Posteriormente se realiza un rasurado riguroso con el mayor cuidado para no producir

lesiones innecesarias a los animales. (FOTO 16, 17 Y 18).

FOTO 17. POSTERIOR AL RASURADO SE COLOCA TIMEROSAL.

Seguidamente colocamos al animal en un aparato de sujetacion que tiene su forma
asegurandolo con tela adhesiva sobre los 4 miembros. (foto 19).
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FOTO 19. ANIMAL BAJO EFECTO ANESTESICO Y
SUJETADO SOBRE EL APARATO DE SUJETAMIENTO

Lo llevamos a la mesa de operaciones y en forma estéril le colocamos los campos dejando
solamente la region a intervenir descublerta. (foto 20y 21).

FOTO 20. COBAYO EN MESA QUIRURGICA Y VISTA DEL QUIROFANO

PROCEDIMIENTO

La intervencion se realizé bajo vision microscopica para lo cual se nos fue proporcionado un
microscopio con lente de 200mm con opcidén al de 300 mm y con visores multiples para
poder hacer el seguimiento en conjunto de la cirugia con otros cirujanos e instrumentistas.

(FOTO 40). '
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FOTO 21. COBAYO CON CAMPOS ESTERILES

Con vestimenta quirdrgica estéril iniclamos la intervencién la cual consideramos esencial
para evitar log procesos infecciosos mérbidos posquirargicos. (FOTO 22)

FOTO 22. CIRUJANO EN INTERVENCION QUIRURGICA.

Se aplicd anestesia local en la region donde se realizaria la incision (Region periauricular) y
en los cuatro cuadrantes del conducto auditivo externo. Aplicamos Xilocaina al 2% +
Epinefrina en una dilucién al 1/100,000 con lo cual conseguimos anestesia local con
vasoconstriccidn necesaria para la intervencidn, (FOTO 23 y 24y,

FOTO 23. CLORHIDRATO DE XILOCAINA AL 2%+ EPINEFRINA 1/1000
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FOTO 24. INFILTRACION DE XILOCAINA
+ EPINEFRINA EN DILUCION DE 1/100,000 EN LOS 4 CUADRATES DEL CAE.

La incisién que identificamos como la de mejor exposicién y menores complicaciones fue una
retro e infraauricular respetando el paguete neurovascular este atraviesa la regién retro &

infraauricular.
Utitizamos un bisturi del tipo Bald-parker con hoja N° 15 para dicha incision. (FOTO 25y 26).

FOTO 26. INSICION REALIZADA

Acto seguido disecamos en forma cuidadosa los tejidos blandos hasta aicanzar la pared
posterior del conducto auditivo externo el cual es en parte cartilaginosa y parte 6sea.

Para que la exposicién sea mayor utilizamos separadores automaticos para tal fin utiizamos
separadores de parpado; estos también se utilizan para realizacién de cirugias
oftalmoldgicas. (FOTO 27 y 28).
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FOTO 27. COLOCACION DE SEPARADORES

FOTO 28. SEPARADORES AUTOMATICOS

Realizando posteriormente una incision en la union de las dos con el mismo bisturi de la
incision inicial y con el mismo niimero de hoja; introduciéndonos al tercio interno dei CAE
donde se puede accesar a la cavidad de oido medio. En la foto 29 se observa un estilete
dirigido a la porcién cartilaginosa del CAE con la incisidn ya realizada. Se le retira la pared
posterior cartilaginosa para mayor visibilidad. (FOTO 30). Para posteriormente realizar una
timpanotomia con el bisturi tipo Lenteja (Rosen) separando la membrana timpéanica de su
anulus iniciando en la porcién anterior y superior (FOTO 31). Luego se accesd directamente
a oido medio y se realizé un pequefo legrado con el mismo bisturf tipo Lenteja (Rosen) de la
regién del promontorio a fin de poder simular una lesion ,retirando 1a mayor parte de mucosa

(FOTO 32), colocando posteriormente tanto gelfoam a unos (FOTO 33) como Acido
Hialuronico a otros (FOTO 34).

FOTO 29. PARED POSTERIOR DEL CAE SENALADO POR EL ES?TLETE E
INSINUADA INSICION DEL CAE
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Asi mismo se les realizd el mismo procedimiento en 6 cobayos pero en el lado contralateral a
Jos que se les tomd como control sin colocarseles ninguna sustancia.

FOTO 30. RETIRC DE LA PARED POSTERIOR DEL CAE, OBSERVAMOS TERCIO
INTERIOR DEL CAE Y MEMBRANA

FOTO 31. REALIZACION DE LA TIMPANOTOMIA

FOTO 32. LEGRADO DE PROMONTORIO

Terminada la cirugia procedemos al cierre de la cavidad por planos faciales con suturas
absorbibles y en piel con suturas a base de nylon 4-0. (FOTO 35y 36). .

El cobayo fué colocado posterior a la cirugia en un cuarto de recuperacién bajo una lampara
de calor y posteriormente en su jaula.

La cicatriz la dejamos descubierta realizando revisiones peritdicas para evaluar el estado de
la herida suturada con curaciones diarias.
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La cicatrizacion se logra en forma completa en 1 semana y media, tiempo en el cual se
retiran los puntos pasando a las evaluaciones subsecuentes. (FOTO 37 y 38).

Al

FOTO 33Y 34. INTRODUCCION EN OIDO % DE AGIDO HIALURONICO (A) E
INTRODUCCION EN OIDO MEDIO DE GELFOAM (B).
A. B.

A B.

FOTO 37 Y 38. RETIRO DE PUNTOS DE SUTURA (A) Y HERIDA CICATRIZADA (B).
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MATERIAL MICROOTOQUIRURGICO UTILIZADO

El material utilizado es uno microotoquirlgico disefiado para cirugias otolégicas
convencionales asi como material para intervenciones quirtirgicas elementales. A
continuacion se describen: (fotos 39, 40 y 41) :

N N N N T T T N O O N NN

Otoscopios metdiicos (3.6 mm., 4.0 mm., 4.5 mm.)
Bisturf tipo guadafia o del tipo lenteja en sentido vertical.
Bisturi horizontal.

Pico de enirada a caja.

Pico de 90 y 45 grados.

Pinza tipo cocodrilo y pinza de copas.

Tijera de Belluci y microtijeras.

| egra de conducto y cucharilla de serumen.
Aspiradores metalicos + mandril.

Separador para blefaroplastias.

Pinzas de Adson con y sin dientes y pinzas de Adson Brown.
Porta agujas y pinzas de mosco.

Mango de bisturi numero 3 y 4.

Microscopio quirtirgico con lente 200mm y 300mm.
Tijera tipo Mayo.

FOTO 41. MICROSCOPIO QUIRURGICO
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MEDICAMENTOS UTILIZADOS

Trimetropin / Sulfametoxasol 250mgs/bml
Xilocaina 1% + Epinefrina. Fco. de 50 mi.
Clorhidrato de Xilacing 2%.

Ketamina 50 mgs/1 mi.

Adrenalina 1/1000 Amp. de 1 ml.
Timerosal

Alcoho! naftalinadoe en dilucion comercial.

S NN NN

USO DE ANTIBIOTICOS

Como en la mayoria de procedimientos quirtirgicos, la utilizacion de antibidticos resulta de
vital importancia para evitar una morbilidad innecesaria. _

Los antibidticos pueden ocasionar un desequilibrio en la flora intestinal y producir una
enteritis aguda o una toxemia que puede resultar mortal unas 48 horas o mas después de la
administracion de un antibidtico.

Los antibidticos en los cobayos tienen un uso restringido ya que muchos de elios se
consideran toxicos como lo son: la Penicilina, Bacitracina, Meticilina, Eritromicina y
Tetracicling, los cuales en general estan contraindicados en elios.

Existen pocos trabajos sobre el empleo de antibidticos en el tratamiento de enfermedades de!
cobayo por lo gque deben extremarse las precauciones cuando se utilicen.

Nosotros utifizamos Trimetoprim / Sulfametoxazol en una concentracion de 250mga/5mi,
diluyendo 5 mi en 50 cc de agua bidestilada y dandolos a libre demanda por ei término de §
dias.

Los antibitticos pueden ser dados VO, IM, SC, IP. 4% (Tapla 3)

TABLA 3. ANTIBIOTICOS RECOMENDADOS

ANTIBIOTICO DOSIS/COBAYO
 Cloramfenicol | 3000 kg
Enrofloxacina caggn‘?ékgrs.
rosw | e
Cefalosporinas fag’g ng;]g
* Penicilina no usar
Ampicilina no usar

VIAS DE APLICACION FARMACOLOGICA Y TOMA DE MUESTRAS
Los tipos de administracion farmacologica son diversas la que utilizamos nosotros y que

recomendamos fue la intramuscular en la pata trasera derecha y dentro de otras podemos
citar:
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v Intramuscular (IM)
v intracardiaca {IC)
v Intraperitoneal (IP)
v Oral (VO)

v Subcutanea (8C)
v' Transmucosa

Previa a la aplicacion del medicamento, el animal se debe de sujetar bien y disponerse de 2
personas, pues de lo contrario se puede lesionar al animal. *** (foto 42).

FOTO 42. SUJETAMIENTO DEL ANIMAL

En este ensayo hosotros solamente utilizamos el tipo intramuscular aplicandola a nivel del
muslo derecho y con la técnica de aspiracion previa. (foto 43).

Y dentro de los Iugares para la toma de muestras de liquidos corporales tenemos: vias para
toma de muestras: ®

v Sangre: Intracardiaca (ic), Oreja.
¥ Orina: - Cateterismo.

FOTO 43. APLICACION DE MEDICAMENTOS INTRAMUSCULARES

ESPECIFICACIONES PARA LA APLICACION DE MEDICAMENTOS

En la TABLA 4 se resumen ciertos elementos importantes a tomar en cuenta relacionado con
los lugares de aplicacion, volumen recomendado de iiquido aplicado para evitar lesiones
tisulares asi como el caiibre de las agujas.*
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los lugares de aplicacion, volumen recomendado de iiquido aplicado para evitar lesiones
tisulares asi como el caiibre de las agujas.*
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TABLA 4. RECOMENDACIONES PARA LA APLICACION DE LOS MEDICAMENTOS

sc Plel c;;lnc;ue!lo. 5-10m! meréc;su :ee 20
| Gt | ogm | menesde
IP % Abdomen | 10-15 mi me;"afjgg 21
v | Vensaa?een:,eja' 05m | Mmenosdezs
i Dorsal del pene. & gauze

SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Para ia realizacion de las evaluaciones subsecuentes en la gran mayoria de casocs se
necesita sacrificar al animal por lo tanto consideramos necesario hacer una descripeién de
este procedimiento segin las normas éticas de animales de laboratorio a nivel internacional.
El sacrificio de un animal o grupo de estos mediante técnicas reconccidas como
humanitarias, es denominado en todas sus dimensiones como eutanasia. Para que este
procedimiento pueda ser conceptuado y aceptado como tal, debera implicar una muerte
tranguila sin dolor, o ansiedad por parte del sujeto.

De acuerdo con la literatura, el criterio de aceptacion para un método eutanasico, tiene como
condicion basica el que éste sea capaz de inducir en forma inicial, una accidn depresiva
sohre el sistema nervioso ceniral, asegurande consecuentemente una insensibilidad
simuitanea tanto al dolor como al medio externo. En la actualidad se han descrito varios
métodos para el sacrificio de animales, que son considerados como eutandsicos; entre estos
sobresalen los fisicos y los guimicos. Los primeros incluyen entre otros, la decapitacion
mediante el uso de una guiliotina, la dislocacion cervical, el desnucamiento asi como el
aturdimiento. Dichas practicas son principalmente empleadas con pequefios roedores y
conejos, resultando antiestéticas a la vista y sugiriendo la posibilidad de inflingir un dolor
extenuante, si no son aplicadas de manera efectiva.

Otras formas de eutanasia, incluyen la electrocucion, el empleo de Acido Cianhidrico
gaseoso, monodxido de carbono, etc. Sin embargo, dados los peligros potenciales derivados
del manejo de estos agentes, su uso no es recomendable. En contraste, considerando las
especies de laboratorio utilizadas en los bicterios institucionales, se sugiere el uso de dos
métodos altamente economicos y efectivos, que son descritos a continuacion:

La eutanasia para roedores mediante el uso de bidxido de carbono es un método que
resulta practico y econdémico, debiéndose llevar a cabo por medio de una camara de
eutanasia disefiada de acuerdo con las necesidades particulares de la empresa. Los
animales son colocados en el interior de la misma, introduciendo el biéxido de carbono por
espacio de 3 o mas minutos. Esto tltimeo, dependera del volumen y capacidad del disposilivo
empleado y la cantidad de roedores sacrificados. Las ventajas mas sobresalientes del uso de
este gas, incluyen una accion de narcosis inicial que induce en los animaies de la cual no se
recuperan, muriendo practicamente sin tener nocidn de nada desagradable. Asimismo, se
menciona la inocuidad de este agente y su uso potencial en varias especies de laboratorio,
como son los conejos, gatos, etc. de igual forma, se destaca su facilidad de adquisicién en
cilindros o bien, en su estado soélido como hielo seco, constituyendo a la fecha el método mas
eficaz y econdmico. Este fué el método utilizado en nuestra investigacién, realizando el
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sacrificio en 17 animales para ser luego procesadas las piezas otolégicas para que fueran
estudiadas y evaluadas por el histopatdlogo. En la FOTO 44 mostramos el aparato de
Eutanasia utilizado asi como el tanque cilindrico de bidxido de carbono necesario para tal fin.
En cuanto a la eutanasia para diversas especies usando barbitdricos, cuando la necesidad
del analista o del dlinico veterinario, es el eutanizar tan solo un niimero reducido de animales
y no se cuente con bioxido de carbono, se puede emplear una sobredosis de agentes
anestésicos como el pentobarbital sodico o un compuesto preparado a base de drogas
similares, administrando en forma intravenosa o intraperitoneal, obteniendo efectos casi
inmediatos en ambos casos. Finalmente se enfatiza la necesidad de que las practicas
eutanasicas referidas, sean ejecutadas por personal altamente responsable y debidamente
entrenado. 34"

FOTO 44. APARATOQ DE EUTANASIA A BASE DE B!OX!DO DE CARBONO

PAPEL DEL MEDICO VETERINARIO )

Dentro del servicio que nos proporcionaron los médicos veterinarios vemos que
generalmente fueron servicios de apoyo a la operacidon, mediante la realizacion de
actividades médicas, apoyo quirirgico, zootécnicas y sanitarias. Dichas responsabilidades
resultan indispensables para definir los cuidados, manejo clinico y quirdrgico; asi mismo este
profesionista fue un auxiliar basico en el diagndstico y tratamiento de enfermedades,
previéndonos de asistencia experta a nosotros como investigadores y analistas en nuestro
programa de investigacion. De igual forma, asumié fambién funciones de supervision y de
tipo administrativas de ia operacidén experimental. La cobertura y ambito de accion de este,
estuvo invariablemente determinada por el tamario del proyecto y el nimero de especimenes
involucrados. Culminando su excelente participacion en el sacrificio de los animales y Ia
posterior prepatacion de fos espemmenes para patologla

DESCRIPCION DE LA PREPARACION PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Se entregaron al Servicio de Patologia del Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XX! del Seguro Social, los hemicraneos derechos con piel y oreja de 17
cobayos y € hemicraneos izquierdos, fijados en formol al 10% y cada uno se sometié al
siguiente procedimiento: se secciond el craneo con un corte sagital la linea media y el canal
auditivo externo en corte coronal con una sierra Striker, se cortd el hueso temporal y se
identifico la bulla timpanica, la cual fue seccionada y sumergida en acido nitrico al 5% con
recambios cada 3 horas durante 24 horas a temperatura ambiente para remover el calcio, se
lavaron con agua tridestilada, con agua corriente y finalmente a chorro de agua por dos
horas. Se realizaron cortes a 4 micras y se tifid con Hematoxilina y Eosina asi como con
Tricromico de Masson. Luego se sometieron a proceso de deshidratacién con alcohol
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absouto, etilico y xilol y se incluyeron en p'arafina parafina., cada corte fue examinado en
microscopio ocular a 10X y 40X,

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Considerando que el andlisis depende de la calidad de los animales adquiridos para la
realizacién de las pruebas, en el caso de encontrar un sujeto con apariencia enfermiza,
debilitado por el estrés del transporte, o bien enfermara con posterioridad a su liegada al
Bioterio, este era objeto de aislamiento para evitar la posible propagacion de una
enfermedad, se eutanizé al animal que entrd en esta categoria y se notificé al proveedor
acerca de eflo, y se les solicitd el reemplazo de aquellos rechazados. Se incluyen 25
animales de experimentacion, cobayos de la raza Dunkey-Harley hembras teniendo en
cuenta que se incluyeron aquellos con una edad de 3 meses, con un peso de entre 600 y 900
grs. con la apariencia sana y se descartaron todo tipo de patologias para tener elementos en
la muestra totalmente sanos. Los animales que posterior al procedimiento accidentaimente
murieron no se tomaron en cuenta para los estudios histopatologicos ni los resuliados. El
resto de variables son tomadas en cuenta al realizar la evaluacion preoperatoria.

RESULTADOS

De los 25 cobayos incluidos en el estudio se incluyeron 17 los cuales tuvieron las
condiciones adecuadas sin cambios deletéreos, los 8 restantes fallecieron debido a 2
diferentes causas muy particulares; una fue la presencia de infeccién postoperatoria debida a
fractura de una ¢ las dos patas traseras del animal sufridas al introducirias en ia rejillas de las
jaulas con el posterior mecanismo de fractura y la consecuencia infecciosa resultado directo
del frauma.

El nimero de animales muertos por esta causa fue de 6 en total, de ellos 4 del grupo Ay 2
del grupo B. La ofra causa fue debida a obstruccién intestinal debido a la ingestién de serrin
en &l postoperatorio inmediato lo que les ocasiond alteraciones digestivas, obstruccion a la
ingestion de el alimento preparado y deshidratacion.

De elios 1 fue del Grupo Ay 1 del Grupo B.

De los 17 incluidos tenemos que 8 animales se clasificaron como grupo A operandoseles los
oidos derechos colocandoseles solo Gelfoam; de los cuales 6 desarrollaron un grado 1 de
fibrosis (FOTO 45) y 2 desarrollaron el grado 2 (FOTO 486).

No se observd ni el grado 3 ni el grado 4. Esto se observd al mes de intervenidos.

RSTA TESIS NO SALL

nd

DE LA BIBLIOTELA

FOTO 45. CORTE PARCIAL DE LA MUCOSA DEL OIDO MEDIO PRESENTANDO
FIBROSIS GRADO 1 CON PROLIFERACION DE COLAGENA(ESTRELLA). SE PRESENTA
CARTILAGO DE OIDO MEDIO (ASTERISCO), ADEMAS VASOS SANGUINEQS (FLECHA),

TENIDO CON HEMATOXILINA Y EOSINA AL 40X.
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FOTO 48. CORTE PARCIAL DE CAVIDAD DE OIDO MEDIO MOSTRANDO FIBROSIS
GRADO 2. PRESENTANDO PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS (ESTRELLA) Y
COLAGENA (ASTERISCO) CON GELFOAM, CARTILAGO DE OIDO MEDIO (PUNTO),
RESTOS DE AC. HIALURONICO (FLECHA), TINCION CON H Y E AL 40X.

FOTO 47. CORTE PARCIAL DE OIDO MEDIO MOSTRANDQ FIBROSIS GRADO 3
PRESENTANDO PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS Y COLAGENA INTENSA
(ESTRELLA), CARTILAGO (ASTERISCO), FORMACION DE NEOCARTILAGO (FLECHA),
FORMACION DE NEOVASOS (TREBOL), TENIDO CON HEMATOXILINA Y EOSINA AL
40X.

FOTO 48. CORTE DE O/DO MEDIO, MOSTRANDO CARTILAGO (ESTRELLA), ASI COMO
EL EPITELIO CON UN PEQUENO GRADO DE FIBROSIS CATALOGADO COMO
CONTROL, VASOS SANGUINEQS (ROMBO). TENIDO CON HEMATOXILINA Y EOSINA Y
AL 40X.
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Dentro de los 9 animales del grupo B, se encuentran los animales a los que se les intervino el
oido derecho vy que se le colocd solo Acido Hialurdnico; encontramos que 6 animales
desarroliaron un grado 1 (FOTO 45). Dos animales desarrollaron el grado 2 (FOTO 46) v 1
animal desarroll fibrosis grado 3. (FOTQ 47)

Ninguno de los animales desarrollaron el grado 4 de fibrosis. Estos resultados se encuentran
especificados y detallados en la TABLA 6 y ejemplificados en las fotografias de los cortes
descritas. Ademas se tomod como referencia la Tabla de grados de fibrosis expuesta en la
seccion de material y métodos. En ambos grupos se encontraron restos tanto de Gelfoam
como de Acido Hialurdnico, encontrandose en mayor cantidad e} Gelfoam en comparacion
con el Acido Hialurénico. Hemos tomado convencionalmente un tfercer grupo al que
denominamos grupo C (Control). (FOTO 48). Este grupo control se encuenira formado por 6
animales tomados en forma aleatoria vy a quienes ademas de trabajarseles el oido derecho
se les escorid el oido izquierdo contralateral dejandolos por el términe de 1 mes al igual que
los oidos derechos de los grupes A y B a los que si se les aplicod uno de los dos materiales
antes descritos. Los resultados histoldgicos se encuentran resumidos en ia TABLA 6.

En los 6 oidos izquierdos de los animales del grupo C se encontraron solamente grado 1 de
fibrosis. Esta distribucidn aleatoria de los grupos A, B y C asi como las muertes se encuentra
detallado en la siguiente TABLA 5:

TABLA § INTEGRANTES DE L.OS GRUPOS Y FALLECIMIENTOS DE CADA GRUPO

a 1
. GRUPO B
GRUPO A GRUPO C
CATEGORIA ACIDO
GELFOAM HIALURONIcO | CONTROL
‘ 1 "
= 2 13 1
0 : 14
gz | 3 16 3
S8 4 17 8
43 5 11
Q 18
= 6 17
S& 7 20 18
Wy 8 22
24
o
W 9 ‘
W 10 21
s 12 23 0
S 5,3 15 25
= & 19
[17]
SUB-
TOTALES 13 12 6
TOTALES A+B=25 c=6
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Tabla 6. Resultados por Grupo de Grados de fibrosis

TOTAL: 8 /8 2/8 0/8 0/8
COBAYOQS

B
i TOTAL: @ 6/9 219 1/9 0/9
| COBAYO

c
TOTAL: 6 6/6
COBAYOS

0 ¢ 06 0/6

[

PRINCIPIOS ETICOS

Actualmente, de conformidad con los principios éticos establecidos por organismos
internacionales, el uso de animales experimentales debera adherirse a criterios humanitarios
muy estrictos, en donde el reemplazo, la reduccion y el refinamiento de técnicas, asi como la
categorizacién del grado o intensidad de los procedimientos invasivos, debe considerarse
como un aspecto fundamental, sujeto a ser sancionado por los comités institucionales para el
uso y cuidade de animales de laboratorio.

De igual forma, el bienestar animal y su empleo ético en el laboratorio, sugieren el desarrollo
de lineamientos y recomendaciones generales, para areas particulares de investigacion o de
control de calidad, con el énfasis especiaimente corientado a satisfacer tanto las demandas de
la sociedad, como las necesidades de un trato humanitario de los sujetos de investigacion.
Por lo antes expuesto, es necesario que las instituciones en las cuales se utilizan animales
de experimentacion, establezcan comités que normen y supervisen estas actividades, con
base en los principios éticos y de cuidado postulados. Describimos a continuacion ciertas
normas aceptadas por las leyes para el trato de los animales experimentales.

1. Todo experimento que involucre el uso de animales vivos, debera ser desarrollado por, o
bajo ia supervision de un cientifico debidamente calificado.

2. En toda instancia en donde sea requerido el use de animales de laboratorio para control
de calidad o investigacion, estos deberan ser mantenidos en tal forma que se asegure su
confort fisico y su bienestar psicolégico.

3. Los animales de laboratorio no deberdn ser sujetos al dolor o bien, a un sufrimiento
realmente innecesario. El protocolo de investigacion debera salvaguardar dicha condicién,
sin importar la naturaleza de la prueba en investigacién, ensefianza o control de calidad
de medicamentos. Asi mismo, el costo y la conveniencia, no deberan prevalecer por
encima de la salud fisica o mental de los animales.

4. Se procurara la opinién experta para juzgar la validez potencial del uso de animales de
laboratorio, en especial para justificar el desarrolio de algunos procedimientos o practicas
restringidas, como las mencionadas a continuacion:
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4.1.Las lesiones por calor o congelacidn, fracturas y ofros fipos de traumas causados a
animales anestesiados, deberan de ser desatrolladas de acuerdo con las practicas
aceptables de anestesia y analgesia de la medicina veterinaria, para aliviar el dolor
durante y posterior a dichos procedimientos.

4 2. El encuentro ylo el confinamiento de animales depredadores con sus presas, o bien
de especies en donde fuera probable la ocurrencia de lesiones por peleas
prolongadas.

Si el dolor o el sufrimiento son concomitantes necesarios para el estudio, estos deberan
ser reducidos tanfo en su periodo de duracion, como en intensidad. consecuentemente,
los investigadores y comités de uso y cuidados de animales, observaran una especial
cautela, al evaluar los propdsitos y el valor real de realizar procedimientos como los
siguientes:,

Praocedimientos como los ejemplificados a continuacion:

6.1. Experimentos gue impidan la medicacion analgésica de tipo pre y postoperatoria.

6.2, Experimentos que provoquen una inmovilizacion o paralisis en el suieto, sin la
reduccion de la sensacién al dolor.

6.3, Experimentos con reforzamientos negativos, en donde se utilicen electrochoques.

6.4, Experimentos que involucre condiciones ambientales extremas como baja o alta
femperatura, humedad relativa, etc. o cambios bruscos de estas.,

8.5. Experimentos destinados al estudio del estrés y el dolor.

6.6. Experimenios que requieran la privacién de alimento y de agua durante periodos
incompatibles con las necesidades fisioldgicas particulares del animal; enfatizando
que este tipo de estudios, no deberan terier efectos que actiien en delrimento de la
saiud del sujeto.

De observarse un animal sufriendo dolor severo intratable, este debera ser sacrificado
humanitariamente, mediante un método eutanasico que induzca una inconsciencia inicial.

Experimentos capaces de inducir un dolor excesivo y que por lo tanto resultan
inaceptables, incluyen los siguientes:

8.1.E! uso de drogas paralizantes o relajantes musculares (tipo curare y curareiformes),
solas sin anestésicos durante procedimientos de orden quirlrgicos.

8.2.Aquelios procedimientos de trauma directo, como lo son el aplastamiento,
quemaduras, itmpactos o bien, golpes en animales sin anestesiar.

En investigaciones de tipo toxicoldgico, cancer y de enfermedades infecciosas, en donde
un estudio pudiese continuar hasta la muerte del animal, se debera aplicar el criterio de
modificacion de objetivos,

10.De observarse signos distintivos de sufrimiento o dolor irreversible. De esta manera

1

pueden ser conciliados, tanto los requerimientos del estudio asi como las necesidades del
animal.

.La sujecion fisica prolongada .de los animales, Unicamente debe de ser considerada si

todas las allernativas han sido agotadas, En todo evento, los sujetos mantenidos bajo
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este régimen deben ser objeto de cuidados extraordinarios, conforme lo requieran las
especies en estudio.

12.No se justifica el desarrolio de procedimientos dolorosos o invasivos del tipo multiple, tan
solo para efectos de ensefianza o bien, para la comprobacién de conocimiento cientifico
ya establecido. En estos casos, es muy recomendable el recurrir al uso de métodos
alternos audiovisuales, para difundir esta informacion en forma preliminar, tratando con
alio de limitar un uso innecesario de animales de laboratorio. *

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es conocido gque ocurre un proceso de fibrosis en la cavidad del oido medio después de un
procedimiento gquirlirgico y que esta fibrosis tiene la habilidad de producir bandas cicatriciales
cuando la mucosa se encuenira alierada. Tedricamente, este proceso pusede afectar la
aireacion de la cavidad del oldo medio, disminuir -por efecto mecanico- 1a movilidad de la
cadena y afectar el nivel auditivo maximo que se podria lograr en forma postoperatoria. Si
tenemos un oido con epitelio sano y una cirugia poco invasiva no tendra gran impacto en el
oido.*®

A diferencia de la cirugia realizada en un oido sano y en un oido crdnicamente infectado; el
impacto de esta es minimo en &l primero; pero es mucho mayor en la segunda, debide a que
la mucosa de este Gltimo esta frecuentemente edematosa mostrando cambios de un epitelio
cuboidal a escamoso y con pérdida de la funcion ciliar.’® En esos casos, al realizar una
cirugia, frecuentemente toda la mucosa es denudada y removida en un intento de limpiar &
oldo de toda la enfermedad.

Ha sido bien demostrado en animales de experimentacion que &l Gelfoam colocado dentro
del oido medio produce fibrosis en una mucosa denudada 2242527128 - como se hizo notar en
los estudios de Hellstrom y Joseph® en donde se puntualizé que se produce una reaccion
fibrosa extensa al colocar Gelfoam en la cavidad de oido medio después de realizérsele
excoriacion a la mucosa, fo cual no resultd del todo cierto en nuestro estudio; probablemente
parque previamente toda la mucosa era sana.

Es importante hacer notar que si tenemos una mucosa sana y gue ademas se encuentra bien
aireada, la fibrosis no ocurrird y la mucosa regresara a su estado normal.?® Lo cual si fué
demostrado en nuestro trabajo. .
Como datos anexos a este estudio podemos comentar que en el animal etiquetado como
nimero 11 perteneciente al Grupo B (Acido Hialurénico) no se le encontrd fibrosis. En el
animal niméro 6 del Grupo A; como hallazgo curioso se encontré incidentaimente un
paraganglioma que no alterd los resultados del estudio. En el animal nimero 13 del Grupo B
{(Acido Hialurdnico); se identificd inflamacion crénica granulomatosa con reaccién a cuerpo
extrafio que se podria relacionar con la presencia de sutura que pudo ser incluida en forma
accidental dentro de la cavidad de cido medio. Ademas como dato importante en nuestro .
estudio se encontrd que la cantidad de tejido de granulacién (capilares, fibras de colagenas
individuales y signos de inflamacién cronica) fueron identificados en menor indice en los
animales del grupo B en comparacion con los de! grupo A,

Hemos intentando demostrar el efecto protector logrado por el Acido Hialurénico en disminuir
la fibrosis postoperatoria cuando se uiiliza sobre la mucosa denudada del gido medic. Se’
identifico que su eficacia al utilizarlo solo es similar a la eficiencia del Gelfoam para lograr
este efecto. No se logrd encontrar una cavidad libre tanto de Gelfoam como de Acido
Hialuronico, posiblemente esto se logra evaluando su ausencia & presencia dejando un poco



*

42,

este régimen deben ser objeto de cuidados extraordinarios, conforme lo requieran las
especies en estudio.

12.No se justifica el desarrolio de procedimientos dolorosos o invasivos del tipo multiple, tan
solo para efectos de ensefianza o bien, para la comprobacién de conocimiento cientifico
ya establecido. En estos casos, es muy recomendable el recurrir al uso de métodos
alternos audiovisuales, para difundir esta informacion en forma preliminar, tratando con
alio de limitar un uso innecesario de animales de laboratorio. *

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Es conocido gque ocurre un proceso de fibrosis en la cavidad del oido medio después de un
procedimiento gquirlirgico y que esta fibrosis tiene la habilidad de producir bandas cicatriciales
cuando la mucosa se encuenira alierada. Tedricamente, este proceso pusede afectar la
aireacion de la cavidad del oldo medio, disminuir -por efecto mecanico- 1a movilidad de la
cadena y afectar el nivel auditivo maximo que se podria lograr en forma postoperatoria. Si
tenemos un oido con epitelio sano y una cirugia poco invasiva no tendra gran impacto en el
oido.*®

A diferencia de la cirugia realizada en un oido sano y en un oido crdnicamente infectado; el
impacto de esta es minimo en &l primero; pero es mucho mayor en la segunda, debide a que
la mucosa de este Gltimo esta frecuentemente edematosa mostrando cambios de un epitelio
cuboidal a escamoso y con pérdida de la funcion ciliar.’® En esos casos, al realizar una
cirugia, frecuentemente toda la mucosa es denudada y removida en un intento de limpiar &
oldo de toda la enfermedad.

Ha sido bien demostrado en animales de experimentacion que &l Gelfoam colocado dentro
del oido medio produce fibrosis en una mucosa denudada 2242527128 - como se hizo notar en
los estudios de Hellstrom y Joseph® en donde se puntualizé que se produce una reaccion
fibrosa extensa al colocar Gelfoam en la cavidad de oido medio después de realizérsele
excoriacion a la mucosa, fo cual no resultd del todo cierto en nuestro estudio; probablemente
parque previamente toda la mucosa era sana.

Es importante hacer notar que si tenemos una mucosa sana y gue ademas se encuentra bien
aireada, la fibrosis no ocurrird y la mucosa regresara a su estado normal.?® Lo cual si fué
demostrado en nuestro trabajo. .
Como datos anexos a este estudio podemos comentar que en el animal etiquetado como
nimero 11 perteneciente al Grupo B (Acido Hialurénico) no se le encontrd fibrosis. En el
animal niméro 6 del Grupo A; como hallazgo curioso se encontré incidentaimente un
paraganglioma que no alterd los resultados del estudio. En el animal nimero 13 del Grupo B
{(Acido Hialurdnico); se identificd inflamacion crénica granulomatosa con reaccién a cuerpo
extrafio que se podria relacionar con la presencia de sutura que pudo ser incluida en forma
accidental dentro de la cavidad de cido medio. Ademas como dato importante en nuestro .
estudio se encontrd que la cantidad de tejido de granulacién (capilares, fibras de colagenas
individuales y signos de inflamacién cronica) fueron identificados en menor indice en los
animales del grupo B en comparacion con los de! grupo A,

Hemos intentando demostrar el efecto protector logrado por el Acido Hialurénico en disminuir
la fibrosis postoperatoria cuando se uiiliza sobre la mucosa denudada del gido medic. Se’
identifico que su eficacia al utilizarlo solo es similar a la eficiencia del Gelfoam para lograr
este efecto. No se logrd encontrar una cavidad libre tanto de Gelfoam como de Acido
Hialuronico, posiblemente esto se logra evaluando su ausencia & presencia dejando un poco



43,

mas de tiempo estas sustancias en oido medio como se propone en estudios previos; siendo
este tiempo aproximado de unos 60 dias.

Por ofra parte seria recomendable evaluar el efecto en conjunto dei Acido Hialurdnico sobre
iz mucosa denudada y empaaquetar la cavidad con Gelfoam y realizar el estudio a los 60 dias
de operados los animales y observar el comportamiento fanto de la fibrosis como la
presencia de ambas sustancias lo cual suponemos sera de menor cantidad de fibrosis como
de ausencia de las sustancias. Esta propuesta seria aplicable por ejemplo a las
reconstrucciones osiculares las cuales necesitan ser proveidas de soporte el cual puede ser
dado por el Gelfoam por un tiempo suficiente para su estabilizacion,

Un dato importante aportado por el trabajo es la gran capacidad de biodegradacion'
alcanzada por el dcido Hialurdnico al ser encontrado en menor cantidad que el Gelfoam'® lo
cual lo hace un producto atractivo para ser usado en humanos. Esta capacidad es
comparﬁda por las peliculas de gelatina (Gelfiim) y no la presenta sustancias uta!azadas en
cirugias de oido medio como lo es el Tefion y el Silastic. Concordamos con Leining® el cual
refiere que es dificil hacer conclusiones secundariamente en humanos debido a las
variaciones interespecie. Aln con todo esto los datos son alentadores y se necesitara
realizar trabajos posteriores similares con la esperanza de obtener resultados concluyentes
al respecto gue puedan ser aplicables a la cirugia ontoldgica humana.
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