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RESUMEN.

Introduccidn.

La cicatrizacion traqueal frecuentemente ocasiona estenosis, por lo que la
aplicacion de moduladores cicatrizales (acido hialuronico (AH), colageno polivinil-
pirrolidona (CPVP) y mitomicina C (MC)) en la anastomosis traqueal podria
evitarlo.

Objetivo.

Determinar los cambios macroscopicos, microscopicos y bioquimicos de la
cicatrizacién traqueal en perros, después de la aplicacién de AH, CPVP y MC en la
anastomosis traqueal postraqueoplastia.

Material y métodos. En 36 perros se realizé reseccion de 3 anillos y traqueoplastia
cervical. Se formaron 6 grupos (n=6) aplicando topicamente en la anastomosis el
tratamiento: Gpo I: solucion fisiolégica, Gpo Il: 4 mg de betametasona, Gpo lll: 15
Mg de AH, Gpo IV: 2.5 mg de CPVP, Gpo V: 15 yg de AH mas 2.5 mg de CPVP,
Gpo VI: 1.2 mg de mitomicina C. Se realiz6 evaluacion clinica, radiolégica y
traqueoscépica por 4 semanas. Concluido el estudio se examiné macroscopica y
microscopicamente la cicatriz de la traqueoplastia y se cuantificd la cantidad de
colagena formada por gramo de tejido.

Resultados. Ningun animal presenté cambios clinicos o radioldgicos. Endoscépica
y macroscopicamente hubo menor inflamacion y fibrosis en los grupos lll, IVy V
(Kruskall-Wallis p<0.05). Microscopicamente el grupo | desarrollo fibrosis e

inflamacion severa a diferencia de los otros 5 que presentaron fibras de colagena



bien organizada e inflamacién minima. La concentracién de colagena fue menor
en los grupos IV, Vy VI (Andeva y Tukey p<0.01).

Conclusién. La CPVP, la mezcla de AH-CPVP o la MC administrados en la
anastomosis postraqueoplastias, mejoran la cicatrizacion traqueal en perros.
Palabras Clave: Cicatrizacion traqueal, postraqueoplastia, acido hialurénico (AH),
colageno polivinil-pirrolidona (CPVP) y mitomicina C (MC), fibrosis, concentracion

de colagena.



INTRODUCCION.

En las salas de cuidados intensivos cuando los pacientes son ventilados por largo
tiempo, frecuentemente presentan estenosis traqueal postintubacion
(principalmente subglética), producida por que la presidon que ejerce el globo y el
tubo endotraqueal sobre las paredes de la traquea, provoca necrosis de la
mucosa, la cual se repara con una cicatriz fibrosa que ocasiona la mayoria de la
veces disminucion de la luz traqueal (1).

Las estenosis traqueales tienen como principal indicacion la reseccién del
segmento traqueal estenosado y la reconstruccion de ésta, pero frecuentemente
se complica con fibrosis y estenosis posquirurgica.

El tratamiento de las estenosis traqueales es variado siendo el Standard de oro la
plastia traqueal con reconstruccion termino terminal sin embargo se han
practicado diversos procedimientos como las dilataciones con balén o canulas, la
colocacién de los distintos tipos de férulas intratraqueales (silastic o metalicas
expandibles) y la permeabilizacion con laser, pero desafortunadamente estas han
sido solamente de tipo paliativo (2-4).

Se estima que el porcentaje de reestenosis traqueal posterior a un procedimiento
de traqueoplastia termino terminal varia entre el 5%-20% (5).

Para disminuir las estenosis traqueales, también se ha evaluado la utilidad de
farmacos como los esteroides, antiinflamatorios no esteroideos y algunos

farmacos como la 5 fluorouracil, triamcinolona y B-aminopropionitrilo para prevenir



la formacion de una cicatrizacion excesiva, pero ninguno ha tenido el éxito
deseado (6-8).

Existen otros medicamentos como el acido hialurénico (AH) (9), colagena polivinil-
pirrolidona (CPVP) (10-12) y la mitomicina C (2,13) que han demostrado ser
buenos moduladores de la cicatrizacion.

El AH es un componente de la matriz extracelular de la herida fetal, el cual modula
la fibrogénesis de colagena durante el proceso de cicatrizacion de las heridas
fetales (9) y favorece la regeneracion, asi como la reparacién tisular con menor
inflamacion vy fibrosis. Este medicamento ha sido usado con buenos resultados
para la disminucién de procesos fibroticos en el tratamiento de la osteocondritis de
rodilla (14), regeneracion de las heridas de la mucosa nasal (15), para prevenir la
formacion de adherencias intrabdominales postquirurgicas (16) y como expansor
tisular en la piel (17). También se ha observado en estudios experimentales que
este medicamento evita las estenosis traqueales (18).

La CPVP es un farmaco formado por una mezcla de colagena porcina del tipo | y
polivinil-pirrolidona, el cual actia como remodelador de procesos fibrosos (10-12)
y se ha utilizado para el tratamiento de las cicatrices queloides e hipertréficas, en
fibrosis dérmicas, de tendones y en traquea, produciendo disminucién de los
sintomas y el volumen de la cicatriz, asi como desaparicién del infiltrado
inflamatorio y restablecimiento de la arquitectura dérmica normal de las cicatrices
tratadas con ésta (19-21).

La mitomicina C es un antibiético antineoplasico producido por el Streptomyces

caespitosus que inhibe la proliferacién y actividad de los fibroblastos evitando la



fibrosis y formacién de cicatriz (2,13). Este farmaco ha mostrado buenos
resultados cuando se usa como un tratamiento adyuvante después de la
realizacion de gran numero de procedimientos oftalmicos para disminuir la
recurrencia del pterigidn, prevencion de estenosis en cirugia de glaucoma, fibrosis
del nervio éptico y disminucién de las estenosis laringotraqueales. (2, 13, 22-24)
Los esteroides son producidos en el ser humano por las glandulas suprarenales
principalmente, teniendo diversas funciones dentro del organismo. En su forma
sintética se han utilizado en una gran cantidad de padecimientos y con muchos
fines. Diversos estudios han demostrado su efecto como importantes inhibidores
de la colagena tanto in vivo como in Vitro, interfiriendo con la fase inflamatoria
normal estabilizando las membranas de los lisosomas intracelulares de los
leucocitos y reduciendo la infiltracion celular inflamatoria asi como el crecimiento
de vasos sanguineos y fibroblastos. Ayudando asi a modular la cicatrizacion en
diversos tejidos. (32,33). ElI fosfato sédico de betametasona es un
corticoesteroide de accién rapida y potente que se ha utilizado para el control de
procesos inflamatorios crénicos y agudos asi como el control de la cicatrizacion en
cicatrices queloides e hipertroficas.

La combinacién del AH y la CPVP se ha utilizado en otro protocolo de estudio con
resultados significativos en cuando a la reduccién de cicatrizacion traqueal (31).
Con base a lo anterior se puede pensar que la aplicacion del AH, CPVP, AH mas
CPVP, esteroide y mitomicina C después de una traqueoplastia, modulara el
proceso de cicatrizacion traqueal y prevendra las estenosis traqueales

posquirurgicas.






Il. JUSTIFICACION.

La traquea es un o6rgano que esta expuesto a sufrir diferentes patologias que
tienen como tratamiento de eleccién la cirugia, sin embargo ésta se puede
complicar en un 5-20% de los casos con la presencia de estenosis traqueal
provocada por el proceso de cicatrizacion, la cual se podria evitar mediante la
modulaciéon de ésta, es por lo que en este trabajo se propone la utilizacion de
acido hialurdnico, colageno polivinil prirrolidona, combinacién de acido hialurénico
y colageno polivinil pirrolidona, fosfato sédico de betametasona y mitomicina C
para modular la cicatrizacion, ya que hay evidencias de que éstos modulan la

organizacion de la colagena vy evitan la fibrosis de las heridas.

lll. HIPOTESIS.

El acido hialurénico, la colageno polivinil pirrolidona, la combinacién de éstos, el
fosfato sdédico de betametasona y la mitomicina C son moduladores de la
regeneracion celular y disminuyen la formacién de cicatrices fibroticas, por lo que
se puede pensar que la aplicacion de éstos después de realizar una traqueoplastia

en perros, podria evitar la estenosis cicatrizal posquirurgica.



IV.- OBJETIVOS.

1. Objetivo General.

Determinar el efecto de la aplicacion de acido hialuronico, colageno polivinil
pirrolidona, acido hialurénico mas polivinil pirrolidona, fosfato soédico de
betametasona y mitomicina C sobre la cicatrizacion traqueal, después de realizar

una traqueoplastia en perros.

2. Objetivos Especificos.
- Determinar cual de estos medicamentos es mas eficaz para modular la

cicatrizacion traqueal posterior a la realizacion de traqueo plastia en perros.

- Evaluar los cambios macroscopicos y microscépicos producidos por el acido
hialurénico, colageno polivinil pirrolidona, acido hialurénico mas colageno polivinil
pirrolidona, fosfato soédico de betametasona y mitomicina C sobre la cicatriz

formada, después de realizar una traqueoplastia en perros.

- Determinar la cantidad de colagena formada en la traquea, post-traqueoplastia,
en perros tratados con el acido hialurénico, colageno polivinil pirrolidona , acido
hialurénico mas colageno polivinil pirrolidona , fosfato sodico de betametasona vy

mitomicina C.



V. MATERIAL Y METODOS.

1. Recursos.

El financiamiento de esta investigacion fue otorgado por el Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER) y el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia CONACYT (Proyecto REF: F643).

En este estudio participaron los investigadores y técnicos del Departamento de
Investigacion en Cirugia Experimental del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, que proporciond los quiréfanos, equipos de anestesia inhalada,
monitores, aparato de rayos X e instrumental necesario para la realizacién de los
procedimientos quirdrgicos, tratamientos y seguimiento postoperatorios de los
animales.

El equipo de endoscopia que se utilizd, fue proporcionado por Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) (Proyecto REF: F643).

También intervino en este estudio el personal del Departamento de Investigacion
en Morfologia del INER, quién procesé las muestras de los tejidos sometidos a
estudio. El responsable de la descripcidn de los hallazgos histopatolégicos, fue el
patdlogo de este departamento Dr. Miguel Gaxiola Gaxiola.

El analisis bioquimico se llevé a cabo en el Departamento de Investigacion en
Biologia Molecular.

Los animales utilizados en este estudio fueron proporcionados por el bioterio del

INER.



2. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 36 perros mestizos, sanos, sin importar el sexo o la edad, con un
peso entre 15 y 18 Kg. Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de
la Norma Oficial Mexicana (25) y de la Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals de los Estados Unidos (26).

2.1 Criterios de inclusion.
Se incluyeron perros clinicamente sanos, que no presentaron antecedentes de
alguna enfermedad respiratoria desde su llegada al bioterio del INER y antes de

que se les realice el procedimiento quirurgico.

2.2 Criterios de exclusioén.
Los animales con datos clinicamente patoldgicos a su llegada al INER y previos al
procedimiento quirdrgico o con antecedentes de alguna cirugia de cuello, fueron

excluidos del estudio.

2.3 Criterios de eliminacion.
Todo animal que presente signos clinicos de cualquier patologia que no sea

provocada por el procedimiento quirurgico, sera eliminado.



3. Grupos de Estudio.

Los animales fueron divididos en 6 grupos de estudio:

Grupo | (n=6): Reseccidén de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacion intraluminal de solucién fisioldgica.

Grupo Il (n=6): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacion intraluminal de fosfato sddico de betametasona.
Grupo lll (n=6): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacion intraluminal de acido hialurénico.

Grupo IV (n=6): Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacién intraluminal de colageno polivinil pirrolidona.

Grupo V (n=6): Resecciéon de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia
convencional con aplicacion intraluminal de &cido hialurénico mas colageno
polivinil pirrolidona.

Grupo VI (n=6) : Reseccion de tres anillos traquéales cervicales y traqueoplastia

convencional con aplicacion intraluminal de mitomicina C

4. Anestesia.

Los animales se prepararon con 24 horas de ayuno para soélidos y 12 horas para
liquidos.

La anestesia en todos los grupos de estudio se indujo con hidrocloruro de xilacina
(Rompun, Bayer) a dosis de 0.1 mg/Kg. y 6 mg/kg. de propofol (Recofol, PISA) via

intravenosa (IV) mezclados en la misma jeringa e inmediatamente después se les



aplicé dipirona (Metamizol Sédico-Nondol-Sector Salud) a dosis de 28 mg/Kg. IV
como analgésico (27).

Una vez anestesiados, los animales se colocaron sobre la mesa de cirugia en
posicidon decubito dorsal y se intubaron con una sonda orotraqueal con globo
Rusch México D.F. de alto volumen y baja presion medidas entre 5y 7 Fr
dependiendo del tamafio del perro.

Acto seguido se rasuré y lavo con jabon quirurgico la regidn traqueal cervical, con
limite craneal en la regién de la mandibula y limite caudal con el hueco
supraesternal. Finalmente se realizé la antisepsia de la zona con yodo povidona
(Dermodine Solucién, Dermodex S.A. de C.V.)

Posterior a esto cada animal fue colocado sobre la mesa de cirugia en posiciéon
decubito dorsal y se conectd la canula orotraqueal a un ventilador de volumen
(Harvard Apparatus, Boston MA, USA) con un vaporizador (Isotec 3 Ohmeda) y la
anestesia se mantuvo con Isofluorano al 1.5%. Todos los animales se ventilaron
con un volumen corriente de 10 ml/Kg, una fraccion inspirada de oxigeno (FiO) de
100% y 20 respiraciones por minuto, durante todo el procedimiento quirdrgico sus
signos vitales se vigilaron con un monitor para electrocardiografia (Datascope

Passport). (Figura 1).

5. Técnica quirurgica.
Se realizd una incision media en la regidn cervical ventral, se disecé el tejido
celular subcutaneo y platisma hasta llegar a los musculos infrahioideos

(esternohioideo y esternotirohioideo) los cuales se separaron en la linea alba



hasta llegar a la traquea, esta se diseco en toda su circunferencia (Figuras 2A) y
se resecaron tres anillos traqueales a nivel medio de la traquea cervical ( 3° 4°y
5° anillos) (Figuras 2B), se introdujo una canula orotraqueal en la porcion distal de
la traquea para mantener la ventilacién (Figuras 2C) y finalmente se realizd
anastomosis término terminal con material absorbible 3 ceros (PDS, Ethicon, New
Jersey USA) con puntos separados (Figura 2D). Terminada la traqueoplastia se
cerrd por planos sin dejar drenaje. En el postoperatorio inmediato a todos los
animales, se les aplicdé metamizol a dosis de 28 mg/Kg como analgésico cada 6
horas durante los primeros 3 dias post-cirugia, asi como penicilina procainica

(22,000 UI/Kg., IM) mas 500 mg de sulfato de estreptomicina IM durante 7 dias.

6.- Tratamiento.

En los grupos I, lll, IV y V, el tratamiento se aplicd inmediatamente después de la
cirugia y cada semana durante 3 semanas (Figura 3), en el resto de los grupos (Il
y V1) el tratamiento unicamente se aplicé durante el procedimiento quirurgico.

Para la aplicacion del tratamiento en los grupos |, lll, IV y V, todos los animales
fueron sometidos a anestesia general, se les introdujo un broncoscopio flexible
(Olympus BF 1T20D) y mediante una sonda orogastrica se instilé el farmaco
(Figura 3). En los animales del grupo | se instilaron 3 mililitros de solucién
fisiolégica. En el grupo Il se instilo 2ml (8mg) de fosfato sddico de betametasona
en la mucosa traqueal. En el grupo lll se instil6 15 microgramos de &acido
hialurénico diluidos en 3 ml de agua destilada (dosis usada para evitar

adherencias intrabdominales y estenosis uretrales e intestinales y para prevenir



las estenosis traqueales) (18). Los animales del grupo IV recibieron 28.2 mg de
CPVP (que es la dosis utilizada para los problemas de piel y tendones vy
experimentalmente en estenosis traqueales cronicas) diluidos en 3 ml de solucion
fisiologica (20). Mientras que en el grupo V se instilaron una combinacion de acido
hialurénico y colageno polivinil pirrolidona a la dosis antes mencionada.

En los animales del grupo VI se instilaron directamente sobre ambos extremos de
la traquea resecada (antes de llevar a cabo la anastomosis) 1.2 mg de mitomicina
C, diluidos en 3 ml de SSF (dosis utilizadas para las estenosis traqueales) y 5
minutos después de haber sido instilada, la traquea fue lavada nuevamente con

SSF (2).

7. Evaluacion.

7.1 Clinica.

El estudio tuvo una duracion de 4 semanas y se realizé evaluacion clinica diaria
durante la primera semana posquirurgica y cada tercer dia, durante 3 semanas
restantes del estudio. Se evalué el grado de disnea de acuerdo a una escala
modificada a la utilizada por la Medical Research Council (28), la cual se basa en
la severidad de ésta: 0= sin dificultad para respirar después de correr, 1= dificultad
para respirar después de correr, 2= dificultad para respirar en reposo.

La evaluacion clinica consistio en realizar observacion de cada animal dentro de

su jaula, toma de temperatura, observacién de la coloracién de mucosa oral,



auscultaciéon de la cavidad toracica mediante estetoscopio para evaluar la
frecuencia respiratoria, ruidos respiratorios, estridor al ladrido y frecuencia
cardiaca. Después de la cirugia también se evalud la presencia de infeccion y
sangrado de la herida quirurgica.

El grado de disnea fue evaluado sometiendo a los animales a una prueba de
esfuerzo, la cual se llevd a cabo primero observando a los animales en reposo
dentro de su jaula, posteriormente cada animal caminé una distancia de 20 metros
y finalmente se les lanzé una bola de carne para que los animales corrieran por
ella (recorriendo la misma distancia) e inmediatamente después de esto, se
observo si los animales presentan dificultad para respirar, vigilando la frecuencia
cardiaca y respiratoria, escuchando los ruidos respiratorios, el estridor al ladrido,
también se observo si presentaban respiracion toracica o abdominal, asi como la

coloracion de la mucosa oral.

7.2 Radiologica.

Se tomaron placas de rayos X laterales de cuello para evaluar radiograficamente
el estado de la traqueoplastia, inmediatamente después del procedimiento
quirurgico, al tercer dia postcirugia y posteriormente cada semana hasta finalizar
el estudio. En estas se evalud el porcentaje de estenosis y la configuracién de la
misma (centripeta o lateral), tomando como referencia del diametro ventro-dorsal

de la traquea antes de ser operada.



7.3 Endoscopica.

En todos los animales se realiz6 evaluacion visual directa de la anastomosis
traqueal mediante traqueoscopia, previo a la cirugia y cada tercer dia durante todo
el tiempo de estudio. En esta se evalud el estado de la anastomosis, asi como la
presencia o no de estenosis. Los procedimientos se videograbaron con una
videocassetra VHS. La presencia de estenosis se valoré de acuerdo a la escala
descrita por Cotton (29): Grado | = sin obstruccién de la luz hasta un 50% de
obstruccion, Grado Il = de un 51% de obstruccién de la luz hasta 70%, Grado Il =

de 71% hasta 99%, Grado IV = luz traqueal no detectable. (Figura 4).

7.4 Macroscopica.

Una vez transcurridas 4 semanas postcirugia los animales fueron sometidos a
eutanasia con sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal) (25-27) y se realizd
evaluacion macroscépica y microscopica de la anastomosis.

Macroscopicamente se revisd el estado de la anastomosis, la cicatrizacion
extraluminal, la presencia de dehiscencia, infeccion, asi como la formacion de
fistulas. Para evaluar el estado de la mucosa, el lumen vy la cicatriz de la traquea,
se retird el segmento anastomosado y se incidié por la parte membranosa de la

traquea para evaluar la estenosis y tipo de cicatriz formada.



7.5 Microscopica.

Para la evaluacion microscopica se tomaron muestras de los sitios de
anastomosis y se fijaron en formaldehido al 10%, se incluyeron en parafina, se les
realizaron cortes de 4y y se tifieron con hematoxilina-eosina y tricromica de
Massén para evaluar la presencia de vasos de neoformacién, inflamacién o

fibrosis.

7.6 Bioquimica.

En la evaluacion bioquimica se determind la concentracion de hidroxiprolina por
gramo de tejido traqueal. La determinacion se realizd por el método de Woessner
(30) en dos muestras de la misma traquea, la primera de ellas se tomé
inmediatamente después de la traqueoplastia, mientras que la segunda muestra
se tomd cuando el estudio concluyd. Las muestras se colocaron cada una dentro
de un vial que se pesd previamente, inmediatamente después de colocar la
muestra se obtuvo el peso “mojado” y posteriormente se mantuvo en una estufa a
80°C hasta que se pudo obtener el peso “seco” de las muestras.

Obtenido el peso “seco”, las muestras se hidrolizaron con acido clorhidrico 6N
(J.T.Baker) durante 36 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se filtraron y
se colocaron en una evaporadora hasta eliminar el exceso de acido clorhidrico. El
residuo obtenido, se llevé a pH de 7.0 y se aforo a un volumen de 10 ml con agua
destilada, de esta ultima dilucién, se tomd6 una alicuota de volumen variable de
acuerdo con cada una de las muestras y se determind la concentracion de

hidroxiprolina presente en la muestra.



Para realizar la determinacion de hidroxiprolina, se prepardé una curva estandar
que contenga 1 mg de hidroxiprolina/1 ml de agua (SIGMA,Co), se ajusto para la
preparacion de los estandares de hidroxiprolina en concentraciones de 200, 400,
600, 800 y 1000 ul de hidroxiprolina y se incluyé un blanco que contenia agua
destilada. Posteriormente, en todos los tubos se adicion6: 1 ml de cloramina T
(SIGMA Co) 0.05M disuelta en metilcelosolve (SIGMA Co), agua y amortiguador
de fosfatos pH 6.0, 1 ml de acido perclérico 3.0N (J.T. Baker), 1 ml de solucion de
paradimetilaminobenzaldehido (SIGMA Co) al 20% en metilcelosolve. El ensayo
se incubd durante 20 minutos a 60°C vy concluido el tiempo de incubacion, se
obtuvo la absorbancia de cada muestra, para esto se utilizé un espectrofotometro

(DU 640,Beckman) ajustado a una longitud de onda de 560 nm.

El analisis estadistico del grado de disnea, estenosis, inflamacion, fibrosis, asi
como la determinacion de colagena se realizé mediante las pruebas de ANDEVA,
Kruskall-Wallis y Tukey Kramer. Los valores de p<0.05 seran fueron como

significativos.



VI. RESULTADOS.

1. Hallazgos clinicos.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirurgico y al tiempo de
estudio establecido. Ningun animal de los seis grupos de estudio mostré algun
signo clinico que amenazara su vida, ya que sus constantes fisioldgicas
(temperatura, frecuencia cardiaca y frecuencia respiratoria) se encontraron dentro
de los parametros normales. Durante todo el estudio no se observd disnea en
ningun animal sometido al procedimiento quirdrgico (Cuadro 1). En 3 (50%) de los
animales del grupo | se mostraron estridor al ladrido, sin que éste afectara su
ventilacion, mientras que en los grupos Il, Ill, IV, V y VI ningun animal (0%) lo
presento.

La revision de la herida quirdrgica mostré inflamacién y dolor subjetivo leve
durante la primera semana posquirurgica en todos los grupos. En ningun animal
se presenté sangrado postoperatorio ni dehiscencia de herida quirurgica. La
herida quirdrgica en los seis grupos se encontré bien cicatrizada a las 2 semanas

post operatorias.

2. Hallazgos Radiolégicos.

Radiolégicamente, al observar las placas laterales de cuello, tomadas a la
segunda semana de la traqueoplastia, en el 50% (n=3) de los animales del grupo
I; se observd estenosis concéntrica de la luz del 50% durante todo el tiempo de
estudio (Figura 5A). Mientras que en el 33.3 % (n=2) de los animales del grupo Il

presentaron estenosis concéntrica del 50% de la luz durante la primera semanas



postcirugia. Sin embargo en un animal ésta desaparecié a la segunda semana
postcirugia, mientras que en el otro animal de este grupo (16.6%) la estenosis
concéntrica del 50% se mantuvo hasta el final del estudio (Figura 5B). Los
animales de los grupos I, IV, V (Figura 5C) y VI (Figura 5D) no presentaron de
estenosis durante todo el tiempo que fueron evaluados (Gréfica 1).

Al comparar radiolégicamente el porcentaje de estenosis dentro de cada grupo y
entre grupos solo el grupo | mostré diferencia estadistica significativa (ANDEVA

p<0.05, Kruskall-Wallis p<0.05).

3. Hallazgos Endoscodpicos.

En los animales del grupo |, durante la primera y segunda semana se presento
estenosis del 50% (Grado I) en el 33.3% (n=2) de los perros y en la tercera
semana en el 50% (n=3) de ellos, la cual se mantuvo hasta el final del estudio.
También en este grupo, el 100% de los animales presentaron cicatrizacion de la
traqueoplastia a los 7 dias. La mucosa traqueal en este grupo se encontro
edematosa e hiperémica en todos los animales operados durante las 2 primeras
semanas del estudio. En un animal de este grupo la hiperemia y el edema se
mantuvieron hasta el final del estudio(Figura 6A).

En el grupo Il el 100% (n=6) de los animales, mostraron buena evolucion
endoscépica y ningun animal (0%) presento estenosis, se encontrd cicatrizacion
de la traqueoplastia a los 7 dias con desaparicion del edema e hiperemia a las 2

semanas en todos los animales (Figura 6B).



En el grupo lll, el 83.3% de los animales presentd evolucion endoscépica
satisfactoria y solo un perro (16.7%) presento estenosis grado | de acuerdo con
la escala de Cotton (2), con reduccién de la luz de la traqueal del 50%. Con
respecto al estado de la anastomosis, el 100% de los animales presento desarrollo
de tejido cicatrizal sobre ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después
de haber realizado la cirugia. Durante los primeros 5 dias, la mucosa traqueal se
mostrd hiperémica y edematosa, pero estos signos ya no fueron aparentes en la
segunda semana postcirugia. Asimismo, durante la traqueoscopia se pudo
observar que la estenosis del animal del grupo lll era laxa y permitié el paso del
endoscopio sin dificultad, no asi en las estenosis del grupo control, las cuales
fueron fuertes, dificiles de vencer y sangraron al paso del endoscopio (Figura 6C).
El 100% (n=6) de los animales del grupo IV, mostraron buena evolucion
endoscépica y ningun animal (0%) presento estenosis (Figura 6D), todas las
anastomosis desarrollaron tejido cicatrizal sobre ambos bordes de la
traqueoplastia a los 7 dias después de haber realizado la cirugia. Durante los
primeros 5 dias, la mucosa traqueal se mostré hiperémica y edematosa, pero
estos signos ya no fueron aparentes en la segunda semana postcirugia.

En el grupo V el 100% de los animales (n=6) presentaron evolucion
traqueoscopica satisfactoria y ninguno mostré estenosis de la anastomosis
traqueal (Figura 6E), todas las anastomosis desarrollaron tejido cicatrizal sobre
ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después de haber realizado la
cirugia. En los primeros 3 dias, la mucosa traqueal uUnicamente se mostrd

hiperémica y estos signos ya no fueron aparentes al sexto dia postcirugia.



Grupo VI el 100% de los animales (n=6) también mostraron evolucién
traqueoscopica satisfactoria y ninguno mostré estenosis de la anastomosis
traqueal (Figura 6F), todas las anastomosis desarrollaron tejido cicatrizal sobre
ambos bordes de la traqueoplastia a los 7 dias después de haber realizado la
cirugia. La mucosa se encontré hiperémica durante los primeros 7 dias
persistiendo el edema por 2 semanas en todos los animales postcirugia.

Al correlacionar la evolucion endoscoépica dentro de cada grupo y entre grupos, se
pudo observar que las traqueas a las que se les aplico SSF presentaron mayor

porcentaje de estenosis (ANDEVA p<0.05) (Grafica 2).

4. Hallazgos Macroscopicos.

Cuando los animales fueron sometidos a eutanasia, a la evaluacion macroscépica
ningun grupo presentd evidencia alguna de dehiscencia, infeccion o fistulas. En
los seis grupos, la anastomosis estaba bien sellada (Figura 7). En el 100% de los
animales del grupo | se observé presencia de abundante tejido fibroso de
consistencia firme. En los grupos Il, Ill, IV y VI en todos los perros se aprecio
desarrollo de tejido fibroso moderado de consistencia laxa, asi como la presencia
de aparentes vasos de neoformacion a nivel de la anastomosis, tanto sobre el
cartilago como sobre la mucosa traqueal. Ademas en el grupo V se observo
desarrollo de tejido fibroso moderado pero de consistencia firme, asi como vasos
de neoformacién tanto en la mucosa como en el cartilago del segmento traqueal

anastomosado.



5. Hallazgos Microscopicos.

En la evaluacién histolégica de los animales del grupo | en todos los casos (100%)
se observo fibrosis, caracterizada por la formaciéon de nuevas fibras de colagena
gruesas y desordenadas, 2 de estos animales (33.3%) presentaron inflamacién
leve en la lamina propia. Los otros 4 animales (66.6 %) en todas las capas de la
traquea, mostraron inflamacién severa a base de linfocitos, con presencia de
células gigantes a cuerpo extraio en la zona de las suturas (Figura 8A), ademas
2 de estos animales (33.3%) mostraron hemorragia en la lamina propia.

Los Animales del grupo IlI, microscopicamente presentaron fibrosis moderada
caracterizada por la presencia de fibras de colagena gruesa y bien organizada, en
todos los casos el cartilago se observé con desorganizacion de sus estructuras
histolégicas. Ademas, cinco (83.3%) de los seis perros operados desarrollaron
inflamacion moderada a base de linfocitos en la zona de las suturas (Figura 8B),
solo un animal (16.6%) mostrd una inflamacion severa a base de neutrdfilos en la
zona de sutura.

En los animales del grupo tratado con AH (grupo lll), 4 perros (66.6 %) mostraron
desarrollo de nuevas fibras de colagena densa, delgada y bien organizada, asi
como fibras elasticas, también presentaron reaccion inflamatoria leve en la
submucosa serosa y lamina propia de la traquea (Figura 8C), en 2 de éstos
sujetos de estudio (33.3%) se observé hemorragia en el epitelio y lamina propia.
En un animal de este grupo (16.6%), se presento reaccién inflamatoria intensa a

base de linfocitos en todas las capas de la traquea, con reaccién granulomatosa al



material de sutura, con formacioén de fibras de colagena gruesas y desordenadas
(Figura 8D) .

Los estudios histologicos de los 6 animales (100%) del grupo IV (CPVP)
mostraron depdsitos de nuevas fibras de colagena gruesas y bien organizadas,
vasos de neoformacion y hemorragia de la serosa, el 33% de estos animales (n=2)
desarrollo una reaccion inflamatoria leve a base de linfocitos en la lamina propia,
ademas 1 perro (16.6%) mostré fibrosis en la serosa (Figura 8E).

En los animales del grupo V, en el 100% ( n = 6 ) , también se observd el
desarrollo de fibras de colagena bien organizadas, delgadas y fibras elasticas con
poco desarrollo de vasos de neoformacion (Figura 8F). En cuatro animales
(66.66%) todas las capas de la traquea mostraron abundante inflamacién con
infiltrado de linfocitos.

Los animales del grupo VI en general todos los animales de este grupo (100%)
mostraron una buena cicatrizacion, en la que se identificaron pocas fibras de
colagena, delgadas y bien organizadas. El cartilago traqueal se observé normal a
excepcion de la zona en la que se llevd a cabo la anastomosis, la cual mostré
degeneracion del mismo. También se apreciaron zonas de perdida del epitelio en
el sitio de la anastomosis. En todos los casos se desarrollo inflamacion minima a

base de linfocitos en la zona de las suturas.

6. Hallazgos Bioquimicos
Al cuantificar bioquimicamente la cantidad de colagena por mg de tejido traqueal

mediante el método de Woessner, al comparar dentro de cada grupo se observo



que en los grupos | (SSF), Il (betametasona) y AH, la cantidad de esta se
incremento después de la cirugia y aplicacion del tratamiento, sin embargo este
incremento solo fue significativo en el grupo | (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p<
0.05) (Cuadro 1, Gréfica 1).

En los grupos IV (CPVP) (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.01) V (AH mas
CPVP) y VI (Mitomicina C) (Andeva p< 0.05, Tukey/Kramer p< 0.01), la cantidad
de colagena formada poscirugia y postratamiento disminuyo significativamente
(Cuadro 2, Gréfica 3).

Al comparar entre grupos, todos los grupos (Il, lll, IV Andeva p< 0.01,
Tukey/Kramer p< 0.05) (V y VI Andeva p< 0.001, Tukey/Kramer p< 0.01) formaron

menos colagena después de la cirugia que el grupo | (Cuadro 2, Grafica 3).

Al final del estudio no se observo diferencia en la cantidad de colagena formada
entre los grupos V y VI (p=NS), sin embargo estas mostraron disminucion
significativa al compararla con la del grupo IV (Andeva p< 0.001, Tukey/Kramer p<

0.001) (Cuadro 2, Grafica 3).



VII. DISCUSION.

La laringe y la traquea son estructuras tubulares semirigidas en las cuales la
contraccion concéntrica de la cicatrizacién (un proceso normal de la forma de
sanar de estas estructuras) tiende a estrechar su lumen. La amplia gama de
técnicas quirdrgicas para cualquier estenosis atestigua la complejidad y los
variables resultados de los distintos tratamientos (5)

La estenosis traqueal se produce por una fibrosis desproporcionada que se debe
al exagerado proceso de reparacién que sucede a la necrosis originada por la
isquemia de la mucosa y tejido de soporte traqueal y que se traduce en
obstruccion de la luz traqueal obstaculizando la circulacion de aire en los dos
sentidos.

Durante el proceso de cicatrizacion traqueal el tejido de granulacidon que se
produce juega un papel importante, ya que puede provocar una cicatriz extensa y
fibrotica. La atenuaciéon de ese proceso de cicatrizacion mediante la accion de un
agente modulador puede resultar eficaz en la prevencion de las estenosis
traqueales (18).

El acido hialurénico , la colageno polivinil-pirrolidona, el fosfato soédico de
betametasona y la mitomicina C son moduladores de la cicatrizacion y se han
utilizado con éxito en reumatologia (14), otorrinolaringologia (15), ginecologia (16),
oftalmologia (21,22,23,24), cirugia plastica y dermatologia (20). Sin embargo hasta
ahora no se tiene conocimiento de la existencia de reportes en la literatura, en los
que se evaluen los cambios en la cicatrizacion de la traquea después de la

aplicacién de alguno de estos medicamentos en un solo estudio. En este trabajo



se describe el efecto de la aplicacion de acido hialurénico, colageno polivinil-
pirrolidona, fosfato sédico de betametasona y la mitomicina C sobre la

cicatrizacion traqueal, después de realizar una traqueoplastia en perros.

Los hallazgos clinicos, radiograficos y endoscopicos, de todos los animales de
experimentacion incluidos en este estudio, mostraron que en todos los casos se
presentd cicatrizacion traqueal, sin embargo, la cicatrizacion observada con la
traqueoscopia en los animales de los grupos I, Ill, IV, V y VI desde la primer
semana no mostré signos de inflamacion a diferencia de la del grupo control,
debido a que la respuesta inflamatoria de las heridas traqueales disminuye en
presencia de AH, CPVP y fosfato sédico de betametasona, ya que éstos favorecen
la proliferacion de células que producen un infiltrado inflamatorio monocelular, el
cual disminuye el proceso inflamatorio agudo, local y periférico en el caso del AH
(18) y la CPVP (9, 21), mientras que el esteroide estabiliza la pared celular,
disminuye el edema y previene la migracion de macrofagos (34) supresion de la
proliferacion de fibroblastos (10) o la inhibicion de la sintesis de colagena o
colagenaza (13). Sin embargo en el grupo al que se le aplico la mitomicina C la
mucosa se encontré edematizada por 2 semanas, porque este farmaco no tiene
efecto antiinflamatorio agudo

Los hallazgos macroscépicos de este estudio, coinciden con los reportados por
otros autores (7,10, 12, 14-16, 35-40) y sugieren que el desarrollo de cicatrices
menos fibroéticas y laxas formadas en los animales del grupo I, lll, IV, V y VI se

produjeron porque todos estos farmacos durante la inflamaciéon que es parte del



proceso de cicatrizacion disminuyen la produccién de colagena y restablecen la
arquitectura normal del tejido traqueal permitiendo una mejor organizacién de los
fibroblastos en el caso del AH y CPVP, mientras que los esteroides y la mitomicina
pero este puede deberse producen una completa e irreversible inhibicion de la
proliferacion de los fibroblastos, asi como la produccion y migracion de la matriz
extracelular (2,13).

En la histologia, la inflamacioén severa con presencia de linfocitos en los animales
del grupo | mostrd que existe proceso de inflamacion cronica a diferencia de los
animales del grupo de AH, CPVP, fosfato sddico de betametasona en donde éstos
no se presentaron. Estos hallazgos coinciden con los de otros autores que
mencionan que en presencia de éstos se disminuye la inflamacion (12, 32-35).

Las células gigantes a cuerpo extrafio que se observaron en la zona de las suturas
de un animal del grupo |, es una respuesta de inflamacién crénica granulomatosa,
al material de sutura que provocé la fusion de los macréfagos que fueron a
digerirlo y por eso se formaron las células gigantes a cuerpo extrafio (41-43).

La presencia de menor inflamacion a base de linfocitos que se presento en todos
los grupos en contraste con los animales del grupo | en la que fue severa,
sugieren que la aplicacion de los farmacos (esteroide, AH, la mezcla AH-CPVP)
disminuyen la respuesta inflamatoria. Estos hallazgos coinciden con los de otros
autores (42) que menciona que los mediadores inflamatorios del sistema inmune
se asocian a la reparacion de los tejidos. Barbur and cols. mostraron que los

linfocitos (esencialmente los T), tienen un papel muy importante en la regulacién



de la cicatrizacion del adulto principalmente en la modulacion de la fibrosis (44-
47).

También se puede inferir que la presencia de menor respuesta inflamatoria en los
grupos I, IlIl, IV y V se debié a que los farmacos promueven una respuesta
inflamatoria local y periférica mediada por células mononucleares, como lo reporto
Krumel (2,13, 46), Burrington (47), Sopher (48), Goss (49) y Adolph (43). Aunque
en este estudio no se observo que la mitomicina C disminuyera la inflamacion
durante el mismo tiempo que los otros medicamentos, en los estudios histolégicos
se aprecio que esta tiene efectos antiinflamatorios a largo plazo (4 semanas), sin
embargo no existen estudios que reporten estos hallazgos.

Con respecto al desarrollo de fibras de colagena bien organizadas en los animales
de los grupos I, lll, IV, V y VI sugiere que éstos ordenan y adelgazan las fibras de
colagena y restablecen la arquitectura normal del tejido traqueal y con esto se
evita la formacién de fibrosis, porque durante la inflamacion cicatrizal se
disminuye la produccion de colagena. (9,13, 17, 20, 21,31).

Mientras que la mitomicina C aun no se sabe cual el mecanismo exacto por el cual
disminuye la fibrosis, algunos autores sugieren que tiene un efecto similar a la de
los agentes alquilosantes, ya que produce uniones cruzadas de DNA e inhibe la
sintesis de RNA y de colagena. También se menciona que hay evidencias que
sugieren de que su actividad antifibroblastica es por que la reduccién de la
actividad de los fibroblastos esta mediada por apoptosis en la cual se produce la
muerte programada del mismo, en la que células apoptéticas muestran una

caracteristica morfolégica que incluye condensacién del nucleo y citoplasma,



fragmentacion nuclear y derrame citoplasmico con la membrana celular intacta (2),
ademas de producir migracién de la matriz extracelular. En nuestro estudio la
disminucién en la fibrosis traqueal coinciden con los reportados por otros autores
(2,13, 50, 51).

La evaluacion bioquimica mostré que tanto la CPVP, la mezcla AH-CPVP vy la
mitomicina C disminuyen de manera importante la cantidad de colagena
desarrollada por mg de tejido en comparacion con el grupo tratado con SSF, esto
puede explicarse porque el tratamiento con estos farmacos disminuye la formacién
de fibras de colagena y coincide con los hallazgos observados por otros autores al
realizar estudios de cicatrizacion en otros tejidos y diferentes modelos

experimentales y clinicos (2, 13, 34, 50-56),



VIIl. CONCLUSION.

De acuerdo a lo descrito, se puede concluir que tanto la colageno polivinil
pirrolidona, la mezcla de acido hialurénico y CPVP o la mitomicina C
administrados después de la realizacién de traqueoplastias en perros, disminuyen
la inflamacién de las anastomosis y mejora la calidad de la cicatrizacion traqueal
disminuyendo la formacion de estenosis traqueal postraqueoplastia en perros.

La cantidad de colagena formada por gramo de tejido traqueal disminuye
significativamente en el sitio de la anastomosis traqueal después de la aplicacion
tépica de acido hialurdnico, colageno polivinil pirrolidona, la mezcla de ambos o

mitomicina C, después de la realizacion de traqueoplastias en perros.



X. FIGURAS.

Figura 1. Animal anestesiado y colocado en posicion decubito dorsal sobre la

mesa de cirugia, previo a la realizacion de la traqueoplastia.



Figura 2. (A) Muestra la traquea cervical antes de ser resecada. (B) anillos
traqueales resecados, (C) tubo traqueal colocado en la porcion distal de la traquea

y (D) traqueoplastia terminada.



Figura 3. Instilacion de medicamento en sitio de anastomosis de la plastia

traqueal en un animal del grupo Ill.



Clasificacion De A
Grado |
Sin Obstruccién 50 % de Obstruccién

Grado Il

51% de Obstruccion 70% de Obstruccion
Grado lll

71% de Obstruccion 99% de Obstruccion
Grado IV Luz no detectable

Figura 4. Esquema que muestra la clasificacidon para las estenosis traqueal

propuesto por Robbin T. Cotton (29)



Figura 5. Placas laterales de cuello tomadas a las 4 semanas postraqueoplastia
en las que se observa la estenosis traqueal (Flecha) en los animales del grupo |
(A) y Il (B), asi como la luz traqueal completamente permeable en los animales de

los grupos V (C) y VI (D).



Figura 6. Traqueoscopia realizada al final del estudio que muestra (A) la
presencia de inflamacion y estenosis en un animal del grupo I. También se
observa la perfecta cicatrizacién de la traqueoplastia y la completa permeabilidad

de la luz traqueal en los animales de los grupos Il (B), Il (C), IV (D), V (E) y VI (F).



Figura 7. Muestra la perfecta cicatrizacién de la anastomosis traqueal al final del

estudio en los animales del grupo V (Ay B) y VI (CyD).



Figura 8. (A) Fotomicrografia que muestra fibras de colagena desorganizadas en
un animal del grupo | (SSF) (Masson 10x). (B) se observan las fibras de colagena
en el grupo tratado con betametasona (Grupo Il) (H-E 40x). (C) colagena gruesa y
bien organizada en el grupo Il (AH) (Masson 40x). (D) vasos de neoformacion y
colagena delgada y bien organizada en un animal del grupo IV (CPVP) (Masson
10x). (E) colagena bien organizada, vasos de neoformacion y estructura del
cartilgo bien preservada en el grupo V (AH-CPVP) (Masson 40x). (F) epitelio
traqueal, perfecta estructura del cartilago y fibras de colagena bien organizada
entre el cartilago traqueal seccionado por el corte de la traqueoplastia en un

animal del grupo VI (Mitomicina C) (Masson 10x).



Xl. CUADROS.

Evaluacion de la disnea

Gru

os de estudio

Grado de
disnea

Grupo |
(SSF)

Grupo Il
(Esteroid
e)

Grupo lll
(AH)

Grupo IV
(CPVP)

Grupo V
(AH mas
CPVP)

Grupo VI
(Mitomici
na C)

0
Sin
dificultad
para
respirar
después
de correr

1
Dificultad
para
respirar
después
de correr

2
Dificultad
para
respirar en
reposo

Promedio

ANDEVA y Kruskall-Wallis, p=NS.

Cuadro 1. Representa el grado de disnea en los seis grupos experimentales

durante todo el tiempo de estudio.




Miligramos de colagena en el tejido traqueal antes y después de la cirugia
Grupos de estudio
Grupo | | Grupo Il | Grupo lll | Grupo IV | Grupo V | Grupo VI
(SSF) | (Esteroid (AH) (CPVP) (AH- (Mitomicin
e) CPVP) aC)

Precirugia| 223.15 101.44 187.06 257.16 22512 226.62
Sin +15.80 | +19.46 +12.19 +10.10 + 8.95 + 26.56

Tratamien
to

Poscirugi | 318.15 138.11 217.46 *184.40 | **1+8.58 | ** 1 13.67
a +10.92 | +20.87 +14.51 +13.20 +1.38 + 3.70
Pos
tratamient
o

Promedio + EE.
Andeva * p<0.05 ** p<0.001.
*Tukey Kramer p<0.01, T Tukey Kramer p<0.001.

Cuadro 2. Muestra la disminucién de los mg de colagena formada en la cicatriz de

la traqueoplastia al final del estudio.



XIl. GRAFICAS.

Evaluacion radiolégica
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* ANDEVA=p<0.05

Grafica 1. Muestra el porcentaje de estenosis detectado en la evaluacidn

radiologica al final del estudio en los animales del grupo | y IIl.



Evaluacién traqueoscépica.
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Grafica 2. Se observa

la presencia de estenosis durante

traqueoscopica en los animales del grupo |y Il al final del estudio.

la evaluacion



Evaluacién bioquimica

Concentracion de colagena en el tejido traqueal
(mg/g) de tejido
350

OSSF
‘I‘ W Esteroide

300 OAH

B CPVP
250 T OAH+ CPVP

:Ij O Mitomicina C
200 -
150 1
100 1
50 1
e
0T T T T
Precirugia Postcirugia

Promedio + DE
ANDEVA= * p<0.05, ** p<0.01. Tukey = + p<0.01

Grafica 3. Muestra la disminucion de colagena formada por mg de tejido traqueal

en la cicatriz de la traqueoplastia al final del estudio, en los grupos IV, V y VI.
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