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RESUMEN

Efecto de la colageno polivinil pirrolidona y del pegamento de fibrina sobre la
reinervacion del nervio laringeo recurrente (Estudio experimental).

Introduccioén. En la actualidad, no existe un tratamiento 6ptimo para reparar el dafio del
nervio laringeo recurrente (NLR), para tratar de solucionar este problema, se han realizado
neurorrafias y la colocacibn de autoinjertos de nervios periféricos o de conductos
biodegradables, pero con ninguna de estas opciones se ha alcanzado el éxito deseado,
dado que no proporcionan una matriz extracelular capaz de mejorar la cicatrizacion, el
crecimiento axonal y la conductividad de éste, regenerando la funcionalidad de la cuerda
vocal. La colageno polivinil pirrolidona (CPVP) y el pegamento de fibrina (PF) son farmacos
que se han utilizado en la reparacion de nervios periféricos y medula espinal y se ha
observado, que favorecen la regeneracion fascicular, la reconexién y la conduccién nerviosa,
lo que sugiere que pueden proporcionar una matriz que favorezca la cicatrizacion, el
crecimiento axonal y la conductividad de éstos, ademas de prevenir la atrofia de los
musculos laringeos.

Objetivo. Determinar el efecto de la aplicacion tépica de colageno polivinil-pirrolidona y del
pegamento de fibrina sobre la cicatrizacién de las anastomosis del NLR, asi como en la
regeneracion neuronal y funcional del mismo.

Material y métodos. Se realizd neurorrafia del NLR en 18 conejos que fueron tratados con
aplicacion topica del farmaco a estudiar de la siguiente manera: Grupo | (n=6): Neurorrafia
con Solucion Salina Fisiolégica (SSF). Grupo Il (n=6): Neurorrafia con CPVP. Grupo Il (n=6):
Neurorrafia con PF. Se realizaron evaluaciones clinica y endoscopia laringea con y sin la
estimulacion eléctrica del NLR. Al finalizar el estudio, se realizaron evaluaciones
macroscépica y microscopica (hallazgos histolégicos y visualizacién del transporte axonal del
nervio reanastomosado mediante el revelado de una peroxidasa). El analisis estadistico de
todos los datos se llevé a cabo con ANDEVA y Tukey. Todos los valores de p<0.05 se
consideraron como significativos.

Resultados. Todos los animales presentaron una evolucidon clinica satisfactoria.
Endoscépicamente, los animales tratados con PF no mostraron atrofia de las cuerdas
vocales. Al final del estudio, ningan animal presenté motilidad cordal espontanea, aunque en
los grupos de CPVP y de PF, ésta se observd después de un estimulo eléctrico.
Macroscépicamente, el grupo Il (CPVP) desarroll6 menos fibrosis (ANDEVA+Tukey, p<0.01).
Histolégicamente todos los animales desarrollaron inflamacion y fibrosis perineural, sin
embargo en el grupo Ill (PF) ésta fue severa (ANDEVA+Tukey: p<0.05). El ordenamiento de
las fibras de colagena en el sitio de la anastomosis fue significativamente mejor en los
grupos Il (CPVP) y lll (PF) (ANDEVA+Tukey: p< 0.01). La reaccion colorida de la deteccién
de peroxidasa indico que el grupo Il (PF) presentd mayor conduccion neural (p<0.01
ANDEVA+Tukey).

Conclusion. La aplicacion topica de PF postneurorrafia del NLR, disminuye la atrofia de las
cuerdas vocales, favorece la motilidad cordal postestimulacion eléctrica y una mayor
conduccién neural a las 6 semanas postcirugia.

Palabras clave: Nervio laringeo recurrente (NLR), neurorrafia, colageno polivinil pirrolidona
(CPVP), pegamento de fibrina (PF), atrofia de las cuerdas vocales, motilidad cordal,
conduccion neural.



I. INTRODUCCION.

La via aérea superior, es una estructura que interviene en los procesos de
respiracion, fonacién y deglucion, y como todo sistema del organismo, no se

encuentra libre de patologias que puedan interferir con alguna de estas funciones.

Entre las diferentes alteraciones que afectan las funciones del tracto respiratorio se
incluye la pardlisis de las cuerdas vocales, la cual puede ser el resultado del dafio
en los nervios laringeo superior y/o recurrente, ocasionado por la presencia de
neoplasias, cirugia de cuello o térax, trauma laringeo, enfermedades infecciosas,

inflamatorias e idiopaticas (1,2).

La reinervacion deficiente de los muasculos laringeos después del dafio del nervio
laringeo recurrente (NLR) produce varios estados de disfuncién laringea, como la
pérdida de las acciones motoras coordinadas, que generan en el paciente diferentes
sintomas dentro de los que se incluyen varios grados de disfonia, tendencias a la
aspiracién o dafio de la via aérea (3). A esto, se le llama sinquinesis y puede variar
en el caracter y la severidad, de clase | a clase IV (4). Se ha considerado como factor
patolégico fundamental de la sinquinesis laringea la mala reinervaciéon de los
musculos laringeos intrinsecos, dada posiblemente por otros nervios adyacentes o
por la deficiente reinervacion del NLR dafado, con la subsecuente pérdida de la

organizacion topografica central (3,4).



Se ha pensado que las ramas periféricas de los nervios craneales son mas faciles de
regenerar que el sistema nervioso central (SNC). El dafio de los axones periféricos,
usualmente se extiende a través de las heridas ocasionadas por los traumas. Sin
embargo, funcionalmente algunas ramas periféricas de los nervios craneales como el
oculomotor y el laringeo recurrente se regeneran poco como los del sistema nervioso

central (5-8).

El sistema nervioso periférico (SNP) presenta regeneracion axonal tanto en
mamiferos adultos como en todos los vertebrados (9) y como las neuronas no son
reemplazadas en estos, la recuperacion de la funcion depende de que vuelvan a
crecer los axones de las neuronas dafiadas y formen las conexiones adecuadas. Sin
embargo, el crecimiento de los axones es muy limitado y muchas de las funciones
quedan bloqueadas de manera permanente (paralisis cordal), debido a que la
restitucion de la funcionalidad después de una axotomia de un nervio motor es
generalmente dependiente de factores como una muerte neuronal, denudacion
sinaptica, etapa de regeneracion y grado de mala reinervacion del musculo blanco

(3,10-12).

Hoy en dia, no existe un tratamiento 6ptimo para reparar el dafio del nervio laringeo
recurrente. Se han intentado diversos métodos para restablecer el mecanismo de
valvula de las cuerdas vocales, dentro de los que se incluye la realizacion de
procedimientos de aumento de la cuerda vocal, medializacion de la cuerda vocal
con tiroplastia y aduccion aritenoidea, pero con ninguno de éstos, se ha logrado el

éxito deseado (13-16).



También se han realizado reanastomosis del NLR con ingesta de medicamentos
como la nimodipina, y se ha observado que aunque incrementa el crecimiento
axonal, la funcionalidad no es total (3), por otra parte, cuando el nervio se encuentra
muy daflado para su reparaciéon, se ha recurrido, como primera eleccion, al uso de
autoinjertos de nervios periféricos, ninguno de esos procedimientos ha demostrado
utiidad en este nervio, ya que genera serias complicaciones, como desordenes
funcionales del nervio y neuronas del sitio donador (5). Asi mismo, se han
desarrollado varios tipos de conductos nerviosos biodegradables, principalmente a
base de acido poliglicolico para la reconstruccion de estos y se han reportado altos

porcentajes de mejoria, sin que llegue a ser el método ideal (17-19).

Si bien se ha intentado la reconstruccion del nervio laringeo recurrente utilizando
diferentes materiales y la ingesta de medicamentos, aun no se han encontrado
alternativas quirdrgicas o farmacos capaces de mantener una matriz extracelular
adecuada que permita la regeneracion axonal y la cicatrizacion del NRL después de

ser reanastomosado.

La colageno polivinil pirrolidona (CPVP) es una mezcla de colagena porcina del tipo |
y polivinil-pirrolidona (20,21,22). El pegamento de fibrina, es un compuesto hecho a
base de albumina sérica bovina (23) son farmacos que por su composicion
bioquimica, pueden aportar susbstancias como laminina, fibronectina y colagena,
componentes de la matriz extracelular y contribuir a formar una buena cicatrizacion y

favorecer la regeneracion axonal (5,24).



La CPVP, se utiliza como modulador de la cicatrizacion (20-25,26). Se ha utilizado
experimentalmente para mejorar la cicatrizacion de nervios ciaticos en ratas y se ha
observado, que después de ser aplicado entre los bordes nerviosos seccionados y
neurorrafia de los mismos, no se produce tejido cicatrizal en la periferia del nervio ni
en los tejidos vecinos, favoreciendo la regeneraciéon fascicular, la reconexion y la

conduccion nerviosa (27).

Existen otros estudios experimentales, en los que se ha utilizado pegamento de
fibrina en la reparacion de seccion medular completa en ratas, en los que se reporta
que éste, incrementa tanto el crecimiento de fibras nerviosas mielinizadas
organizadas longitudinalmente, como el crecimiento y alineacion de fibras neuronales

y glia de Schwann (28).

Con base en lo anterior, es factible suponer que el realizar una neurorrafia del nervio
laringeo recurrente, en combinacion con la aplicacion tépica de CPVP o con
pegamento de fibrina, pueden proporcionar una matriz extracelular que mejore la

cicatrizacion, el crecimiento axonal y la conductividad de éste.



II. JUSTIFICACION.

Existen diferentes patologias que afectan las funciones del tracto respiratorio y una
de éstas, es la paralisis de los repliegues vocales, la cual puede ser el resultado de
algun dafio a los nervios laringeo superior y/o recurrente, siendo las neoplasias y la
cirugia de cuello o torax las principales causas, aunque también contribuyen el
trauma laringeo, las enfermedades infecciosas, inflamatorias e idiopaticas. Existen
varios tratamientos para las paralisis cordales uni y bilaterales, todas con diversos
resultados funcionales. La reinervacion del nervio laringeo recurrente utilizando
diversas técnicas se ha probado tanto en estudios experimentales como “in vivo”
obteniendo resultados variables. Con este estudio, se intenta demostrar que las
técnicas de reinervacion convencionales asociadas al tratamiento con medicamentos
de uso local capaces de promover y regular la cicatrizacion, mejoraran la

regeneracion nerviosa, el crecimiento axonal y la funcionalidad del NLR.

. HIPOTESIS.

La colageno polivinil-pirrolidona y el pegamento de fibrina aplicados tépicamente en
el sitio de la anastomosis termino-terminal del nervio laringeo recurrente promoveran
una buena cicatrizacion, asi como la regeneracion neuronal y funcional del segmento

nervioso reanastomosado.



IV. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto de la aplicacion topica de colageno polivinil-pirrolidona y del
pegamento de fibrina sobre la cicatrizacion de las anastomosis del nervio laringeo

recurrente, asi como en la regeneracion neuronal y funcional del mismo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Evaluar endoscépicamente la movilidad espontdnea de las cuerdas vocales y
después de la aplicacion de un estimulo eléctrico en el nervio laringeo recurrente
reanastomosado, tratado con la aplicacion topica de CPVP o con pegamento de

fibrina.

2. Valorar los cambios macroscopicos que sufren las anastomosis del nervio laringeo

recurrente despueés de ser tratadas con CPVP o con pegamento de fibrina.

3. Determinar histoldgicamente la cicatrizacion y regeneracién neuronal en la
anastomosis termino-terminal del nervio laringeo recurrente después de la aplicacion

tépica de CPVP o pegamento de fibrina.

4. Determinar mediante la identificacibn microscopica de una reaccion colorida, la
conductividad nerviosa del segmento proximal a distal en la anastomosis termino-
terminal del nervio laringeo recurrente, después de la aplicacion topica de CPVP o

pegamento de fibrina.



V. MATERIAL Y METODOS.

Se realiz6 un estudio experimental, prospectivo.

1. Recursos.

Esta investigacion fue financiada por el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” (INER-ICV), con la participacion de los
investigadores y técnicos del Departamento de Investigacion en Cirugia Experimental
y de los investigadores del departamento de Otorrinolaringologia, Cirugia de Cabeza

y Cuello del mismo Instituto.

El departamento de Cirugia Experimental proporcioné los quirdfanos, equipos de
anestesia inhalada, monitores, microscopios y el instrumental necesario para la
realizacion de los procedimientos quirdrgicos, tratamientos y seguimiento

postoperatorios de los animales.

También intervino en este estudio, personal del Departamento de Investigacion en
Morfologia del INER-ICV, quién procesé las muestras de los tejidos sometidos a
estudio. El responsable de la descripcion de los hallazgos histopatolégicos, fue el

patologo investigador de este departamento, Dr. Miguel Gaxiola-Gaxiola.

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

INER-ICV.



2. Animales de experimentacion.

Se utilizaron 18 conejos (Nueva Zelanda), sanos, sin importar el sexo o la edad, con
un peso entre 3 y 3.5 Kg. Todos los animales fueron tratados de acuerdo con las
Especificaciones Técnicas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Norma Oficial Mexicana (29) y de la Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals de los Estados Unidos (30).

2.1. Criterios de inclusion.
Se incluyeron conejos Nueva Zelanda clinicamente sanos, que no presentaron datos
de ningun padecimiento respiratorio, desde su ingreso al bioterio del INER hasta

antes de que se realizara el procedimiento quirargico.

2.2. Criterios de exclusion.
Los animales con datos clinicamente patologicos a su llegada al bioterio del INER y
previos al procedimiento quirdrgico o con antecedentes de alguna cirugia de cuello,

laringe o traquea, fueron excluidos del estudio.

2.3. Criterios de eliminacion.
Animales que mostraron datos clinicos de cualquier patologia que no fueron

producidos por el procedimiento quirdrgico
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3. Grupos de estudio.

Grupo | (n=6): Se realiz6 seccion quirdrgica del NLR cervical con anastomosis

termino-terminal y con la aplicacion tépica de solucidn fisiolégica al 0.9%.

Grupo Il (n=6): Se realiz6 seccion quirargica del NLR cervical con anastomosis
termino-terminal combinada con aplicacién topica de CPVP (Fibroquel, Aspid S.A. de

C.V., México D.F)

Grupo lll (n=6): Se realiz6 seccion quirdrgica del NLR cervical con anastomosis
termino-terminal combinada con la aplicacion topica de pegamento de fibrina

(Bioglue, Surgical Adhesive, Cryolife Inc. Kennesaw, Georgia, USA.)

4. Anestesia.

Los animales se prepararon con 12 horas de ayuno para solidos y liquidos. La
anestesia en todos los grupos de estudio se indujo con hidrocloruro de xilacina
(Rompun, Bayer AG, Leverkusen, Germany) a doésis de 5 mg/Kg. y clorhidrato de
ketamina (Ketavet, Fort Dodge, lowa, USA) (35 mg/kg) IM mezclados en la misma
jeringa e inmediatamente se les aplicd dipirona (Metamizol Sodico-Nondol-Sector
Salud) a dosis de 28 mg/Kg. IV como analgésico. Durante todo el procedimiento
quirurgico, la anestesia fue mantenida con propofol (Diprivan, Astra Seneca, S.p.A.

Milan Italia) en infusion 1V a désis de 1.5 mg/kg/min (31).
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Una vez anestesiados, los animales fueron colocados sobre la mesa de cirugia en
posicion decubito dorsal, vigilando los signos vitales durante todo el procedimiento
quirdrgico, con un monitor para electrocardiografia (Datascope Passport, New

Jersey, USA).

Acto seguido, se rasurQ y se lavo con jabon quirargico la regidn traqueal cervical, con
limite craneal en la regidbn 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.)

5. Técnica quirdrgica.

Se realiz6 una incision media en la region 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,
posteriormente con un microscépio para microcirugia (OPMI 19-FC, karl Zeiss, West
Germany, Germany) se identificé el nervio laringeo recurrente, que se disecé (Figura
1A) y seccioné a nivel del octavo anillo traqueal (Figura 1B) y finalmente se realizé
anastomosis termino-terminal con material no absorbible de 9 ceros (Nylon
monofilamento, Ethicon, Sao Paulo, Brasil) con un punto separado (Figura 1C).
Terminada la neurorrafia, se aplicé el tratamiento establecido de acuerdo al grupo de

estudio (Figura 1D) y se cerrd por planos sin dejar drenaje.
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En el postoperatorio inmediato, a todos los animales se les aplic6 metamizol 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 (31).

6. Tratamiento.

El tratamiento, Unicamente se aplicd en forma inmediata posterior a la neurorrafia. En
los conejos del grupo |, se aplicé SSF. En el grupo Il se instila ron 28.2 mg de CPVP
(que es la dosis utilizada para los problemas de piel y tendones, estenosis traqueales
cronicas y anastomosis de nervio ciatico) diluidos en 3 ml de agua destilada (20-25-
27). En el grupo Il se instil6 el pegamento de fibrina a la dosis utilizada para el

tratamiento de las lesiones medulares (28).

7. Evaluacion.

El estudio tuvo una duracién de 6 semanas.

7.1. Clinica.

En forma posterior a la realizacion del procedimiento, los animales fueron colocados
dentro de jaulas y mantenidos en condiciones habituales de bioterio. Se observo la
presencia de disnea o estridor, coloracion de mucosas, frecuencia respiratoria, ruidos
respiratorios y frecuencia cardiaca. Se valoré asimismo la herida quirdrgica por la
presencia de sangrado, hematoma y/o infeccion. La evaluacion clinica, se realizd
diariamente desde el postoperatorio inmediato y cada tercer dia hasta concluir el

tiempo del estudio establecido (6 semanas).
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7.2. Endoscopica.

Los animales de experimentacion fueron sometidos a una evaluacién endoscopica de
la laringe con ayuda de un endoscopio rigido de 5 mm (Karl Storz Germany,
Germany ) en forma previa al procedimiento quirdrgico, para la valoracién de la
movilidad cordal bilateral espontanea, inmediatamente después de la seccion del
NLR para corroborar la paralisis cordal producida, 3 dias antes de someterlos a fin de
estudio durante la inyeccion del colorante utilizado para identificar la conductividad y
al finalizar el estudio. Los parametros valorados fueron la movilidad cordal y
presencia de atrofia de cuerdas vocales que se encuentren paralizadas. Todos los

procedimientos fueron videograbados.

7.3. Estimulacion eléctrica para valorar la motilidad de las cuerdas vocales.

Se realiz6 estimulacion eléctrica directa del NLR, utilizando un equipo para evaluar la
integridad de nervios (Medtronic Comed, NIM-Pulse 2.0, Jacksonville USA)
programado en la modalidad de tiroides a 1.10 miliamperes con una frecuencia de 4
Hertz y una duracion de estimulo de 100 microsegundos aplicando un filtro de 3.10
milisegundos. Esta evaluacion se realizé al finalizar el estudio para valorar por via

endoscopica la motilidad cordal.

Para sensar la respuesta a la estimulacion se utilizaron electrodos, los cuales se
colocaron de la siguiente manera: Canal 1 en el musculo esternocleidomastoideo,
canal 2 en el musculo tiroaritenoideo derecho y el canal 3 (tierra del sistema) se

coloco a nivel cutaneo supraesternal (Figura 2). (5)
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7.4. Macroscopica.

Una vez transcurridas las 6 semanas postcirugia, los animales fueron sometidos a
eutanasia con una sobredosis de pentobarbital sédico (Anestesal, Pfizer, Estado de
México, México) (31) en forma previa a la realizacién de la evaluacion macroscopica

de la neurorrafia del NLR.

Macroscopicamente se revisO la cantidad de adherencias formadas por el nervio
hacia los tejidos de los alrededores, el estado de la anastomosis y el tipo de cicatriz

formada (normal, presencia de neuromas o dehiscencia).

La evaluacion de las adherencias se realizé de acuerdo con una escala subjetiva
descrita por Olmos et al, con base en la severidad de éstas y con graduacion de cero
a cuatro, en la que: 0 = sin adherencias, 1 = adherencias minimas facilmente
despegables, 2 = adherencia completa de facil despegamiento, 3 = adherencia

completa de dificil des pegamiento (32,33).

7.5. Microscopica.

Para la evaluacion microscopica, se reseco y disecé un segmento del NRL proximal
de 5 mm y un segmento distal de 5 mm a la anastomosis. Inmediatamente después,
el tejido fue sumergido durante 24 horas en una solucion de formol amortiguado al
10% y procesado para su inclusion en bloques de parafina, cortes de 4 micras y
tinciones con hematoxilina-eosina, tricromica de Masson, y azul de toluidina para
evaluar inflamacion, presencia de fibrosis, organizacion de las fibras de colagena y

estado general de la anastomosis nerviosa.
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La evaluacion histologica del tejido mediante microscopia de luz se realiz6 en toda la
circunferencia y longitud del NLR utilizando una escala semicuantitativa, en la cual, a
cada pardmetro evaluado le fue asignado un porcentaje de acuerdo con la intensidad
de los cambios histopatoldgicos (0-10 % ausente, 11-25% leve, 26-50% moderado y

del 51-100% severo).

La organizacion de las fibras de colagena se realiz6 mediante una escala subjetiva
descrita por el Dr. Miguel Gaxiola, la cual se basa en la disposicion que toman las
fibras de colagena: 1 fibras de colagena sin direccion definida, 2 alineamiento de las
fibras de colagena con forma de espina de pescado, con tendencia a ser paralelas al
plano del borde de la lesiéon, 3 alineamiento paralelo al plano del borde de la lesion
y 4 proliferacion excesiva de las fibras de colagena con alineamiento paralelo al

plano del borde de la lesion.

7.6. ldentificacion visual de la conduccién neuronal utilizando una reaccioén

colorida.

Utilizando un corte de 2 micras obtenido del tejido incluido en el bloque de parafina,
montado sobre una laminilla silanizada, desparafinado mediante incubacién a 60°C
durante 30 minutos, rehidratado, clarificado e hidratado utilizando xilol y una serie de
alcoholes absoluto-96°C-70° se identific6 la recuperacion del trasporte axonal a
través de un marcador proteico (enzima peroxidasa rabano picante) que fue
inyectado en la porcién proximal del nervio reanastomosado (Figura 3) tres dias

antes de finalizar el estudio y evaluar, si después de la instilacion, el marcador se
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encontraba presente en la porcion distal del mismo utilizando una tincion con
aminoetilcarbazol y contratincion con hematoxilina-eosina y carbonato de litio. La
presencia de la peroxidasa en el tejido (reaccion positiva, recuperacion del transporte
axonal) estuvo indicada por una tincion marrén y su ausencia (reaccion negativa, el
tejido no contiene la enzima) por una tincion color azul. Los resultados obtenidos
fueron interpretados como positivos y negativos. Como controles positivos y
negativos de la determinacién, se incluyeron muestras de tejido sano, sin ningun tipo

de tratamiento con y sin inyeccion de la peroxidasa respectivamente (5).

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo para observar las diferencias
dentro de cada grupo y entre grupos Andlisis de Varianza (ANDEVA) y para
identificar las diferencias significativas se utilizara la prueba de Tukey. Todos los

valores de p<0.05 se consideraran como significativos.
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VI. RESULTADOS.

Todos los animales sobrevivieron al procedimiento quirargico y al tiempo de estudio

establecido.

1. Hallazgos clinicos.

En todos los grupos de estudio, ningun animal (0%) mostré signos clinicos de
infeccion de la herida quirdrgica, disnea, estridor o alteraciones en las constantes
fisiologicas que siempre se encontraron dentro de los parametros normales (p=NS

Andeva).

2. Hallazgos endoscopicos.

En forma previa a la cirugia, en todos los casos se observo motilidad espontanea de
ambas cuerdas vocales y después de la seccion del nervio, la cuerda derecha no
mostr0 motilidad. Al respecto, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas ni dentro ni entre los grupos de estudio. Al finalizar el estudio, el 100 %
de los animales operados (18 conejos) mostraron paralisis de la cuerda vocal
derecha [ANDEVA+Tukey, p>0.05 (ns)]. Sin embargo, al compararla con la motilidad

precirugia, si se observo diferencia significativa [ANDEVA+Tukey,p<0.05] (Gréfica 1).

En ningln caso se observo atrofia de las cuerdas vocales antes del procedimiento
quirargico ni en forma inmediata posterior a la seccién del nervio [ANDEVA+Tukey,
p>0.05 (ns)]. Al final del estudio, el 100% de los animales del grupo | (SSF)

mostraron atrofia de la cuerda vocal derecha, a diferencia de los que fueron tratados
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con CPVP en los que Unicamente 2 (33.3%) la presentaron y ninguno (0%) de

pegamento de fibrina [ANDEVA+Tukey, p<0.01] (Gréfica 2) [Figura (4) ]

3. Hallazgos de motilidad de las cuerdas vocales por estimulo eléctrico.

Al aplicar un estimulo eléctrico para desencadenar un potencial de accién del
musculo tiroaritenoideo derecho que moviliza la cuerda vocal, se observé que en los
animales del grupo | (SSF), solo en 2 casos (33.3%) se presentd motilidad, en 5
casos (83.3%) del grupo Il (CPVP) y en el 100% de los casos del grupo Il (Fibrina)
(Figura 5y 6). Al comparar la motilidad de las cuerdas vocales por estimulo eléctrico
entre grupos se encontré que los animales del grupo | (SSF) presentaron una menor
motilidad, esta disminucion, fue estadisticamente significativa [ANDEVA+Tukey,

p<0.01] (Gréfica 3).

Con respecto a los estimulos minimo y maximo que fueron requeridos para producir
la motilidad, se observd que los animales del grupo | necesitaron un estimulo
promedio minimo de 0.38 mA con un maximo de 0.46 mA. En el grupo Il (CPVP)
fueron 0.39 mA como minimo y 0.47 mA como maximo. Mientras que en el grupo llI
(Fibrina) el promedio del estimulo minimo fue de 0.41 mA y el maximo de 0.47 mA.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon
los valores promedio de los estimulos minimo y maximo entre grupos de estudio

[ANDEVA+Tukey, p>0.05 (ns)]



19

4. Hallazgos macroscopicos.

A la evaluacion macroscopica, las anastomosis del NLR se observaron sin
dehiscencia y con una cicatriz de apariencia normal. Con respecto a la cantidad de
adherencias formadas del nervio hacia los tejidos de los alrededores, se observo que
en el grupo | (SSF), 4 animales (66.6%) desarrollaron adherencia completa de facil
despegamiento y 2 de ellos (33.3%) adherencia completa de dificil despegamiento
(Cuadro 1) (Figura 7A). En el grupo Il (CPVP), 5 conejos (83.3%) desarrollaron
adherencias laxas y uno, (16.6%) adherencia completa de facil despegamiento
(Cuadro 1). El 100% de los conejos del grupo Il (Fibrina) desarrollaron adherencias,
3 conejos (50%) adherencia completa de facil despegamiento y 3 (50%) adherencia

completa de dificil despegamiento (Cuadro 1) (Figura 7B).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
desarrollo de adherencias dentro de cada uno de los grupos de estudio
[ANDEVA+Tukey, p>0.05 (ns)], sin embargo, el desarrollo de adherencias fue
estadisticamente menos severo cuando se utilizé tratamiento con CPVP (Grupo Il) en
comparacion con los grupos de estudio | (SSF) y lll (Fibrina) (ANDEVA+Tukey,

p<0.01) (Cuadro 1).

5. Hallazgos microscopicos.
a) Inflamacion perineural
Los resultados de la microscopia de luz revelaron que todos los animales operados

(100%), presentaron inflamacion perineural leve, moderada o severa (Figura 8).
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En el grupo | (Solucién salina), la inflamacion perineural fue: leve en 4 conejos
(66.66%) y moderada en dos animales (33.33%) (Figura 8B). En el grupo Il (CPVP),
la inflamacién perineural fue moderada en 5 casos (83.3%) y en uno, severa (16.6%)
(Figura 8C), mientras que en el grupo Il (Fibrina), en 5 conejos (83.3%) fue severa y
en uno (16.6%) leve (Figura 8D). Al comparar el grado de inflamacion perineural
entre los grupos de estudio, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los grados leve y moderado [ANDEVA: Inflamacion leve vy
moderada, p>0.05, (ns)], pero no asi con la inflamacion severa (ANDEVA: p=0.02),
que con respecto al grupo | (SSF) fue significativamente mayor en el grupo Il
(Fibrina) [ANDEVA+Tukey: SSF vs Fibrina, p<0.05]. No se encontraron diferencias
estadisticas en la inflamacion perineural severa entre los grupos de estudio | (SSF) y
II (CPVP), ni entre los grupos de estudio Il (CPVP) y Il (Fibrina) (ANDEVA+Tukey:

SSF vs CPVP, y CPVP vs Fibrina, p=NS ANDEVA) (Grafica 4).

b) Fibrosis perineural
Los resultados histologicos indicaron que todos los animales operados (100%)
desarrollaron fibrosis perineural leve, moderada o severa a nivel de la anastomosis

(Figura 8).

En el grupo de estudio | (SSF), la fibrosis perineural a nivel de la anastomosis fue:
leve en un animal (16.6%), moderada en 2 (33.33%) y severa en 3 (50%) (Figura
8B). En los animales del grupo Il (CPVP), en un caso (16.6%) se observo fibrosis
leve, moderada en 3 (50%) y severa en 2 (33.3%) (Figura 8C). En el grupo Ill, un

conejo (16.6%) presento fibrosis perineural leve, otro (16.6%) moderada y 4 (66.6%)
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severa (Figura 8D). El grado de fibrosis perineural severa a nivel de la anastomosis
fue significativamente mayor en los animales del grupo Il (Fibrina) (ANDEVA+Tukey:

p<0.05) en comparacién con los que fueron tratados con SSF y CPVP (Grafica 5).

C) Fibras de colagena

Con respecto a la disposicion de ordenamiento que toman las fibras de colagena, en
el grupo | (SSF), en los 6 animales (100%), las fibras de colagena formadas se
observaron sin direccion definida (Figura 8B). En el grupo Il (CPVP), 5 conejos
(83.3%) desarrollaron fibras de colagena con alineacion paralela al plano del borde
de la lesion y solamente en un caso (16.6%), las fibras de colagena no presentaron
direccidon definida (Figura 8C). En cuatro conejos (66.6%) del grupo Il (Fibrina) se
observd una proliferacion excesiva de las fibras de colagena con alineamiento
paralelo al plano del borde de la lesion y en los 2 (33.3%) casos restantes, fibras sin
direccion (Figura 8D). El ordenamiento de las fibras de colagena con alineamiento
paralelo al plano del borde de la lesidn fue estadisticamente mayor (ANDEVA+Tukey:
p< 0.01) en los grupos de estudio Il y Ill en los que los animales fueron tratados con

CPVP y Fibrina con respecto al grupo | (SSF) (Grafica 6) (Figura 9)

6. Hallazgos de la identificacion visual de la conduccién neuronal utilizando

una reaccion colorida.

Cinco de las muestras de tejido nervioso (83.34%) del grupo Il (Fibrina) y una de las
muestras (16.66%) del grupo Il (CPVP), presentaron una coloracion marron

interpretada como una reaccion positiva que denota la presencia de peroxidasa y
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conduccion neural (Figura 9), lo que fue ratificado con las muestras de “tejido control
positivo de la determinacion”, obtenidas de animales sanos que no recibieron ningin
tipo de tratamiento pero si fueron inyectados con peroxidasa (Figura 10). Esta
conduccion, fue significativamente mayor en el grupo lll (Fibrina), (ANDEVA+Tukey:
Gpo | (SSF) vs Gpo Il (CPVP): p=0.06 (ns), Gpo lll (Fibrina) vs Gpo | (SSF): p=0.002
y Gpo Il (Fibrina) vs Gpo Il (CPVP): p= 0.009). En los 6 casos (100%) del grupo |
(SSF), y en 5 (83.34%) del grupo Il (CPVP), no se detectd la presencia de la
peroxidasa (tincion azul, reaccion negativa, al igual que en las muestras de “tejido
control negativo” de la determinacion obtenidas de animales sanos que no recibieron
ningun tipo de tratamiento ni inyeccion con peroxidasa). Estos resultados se

muestran en el cuadro 2 y se ilustran en la grafica 7.
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VII. DISCUSION.

Existen diferentes patologias que afectan las funciones del tracto respiratorio y una
de éstas es la paralisis de las cuerdas vocales, la cual puede ser el resultado de
algun dafio a los nervios laringeo superior y/o recurrente (NLR), ocasionado por
neoplasias y la cirugia de cuello o térax, aunque también contribuyen el trauma

laringeo, las enfermedades infecciosas, inflamatorias e idiopéticas.

Aunque la mitad de los pacientes recupera espontdneamente la funcién del NLR, en
ocasiones se tiene que recurrir a la reconstruccion quirdrgica del mismo, realizando
una neurorrafia con anastomosis termino-terminal del segmento afectado (34), con el
fin de recuperar la motilidad cordal y mejorar la calidad de voz; estas técnicas, son
menos efectivas en mejorar los trastornos de aspiraciéon (35). Sin embargo, cuando
el nervio se encuentra muy dafado, se tiene que recurrir al uso de materiales que
favorezcan su cicatrizacion, o a la colocacion de injertos que permitan realizar la
anastomosis del nervio dafiado, ademas de someter a los pacientes a métodos de

rehabilitacion (24,36).

Se han utilizado conductos fabricados a base &cido poliglicolico, poliéster,
polilactidos y venas, embebidos en sangre o en suero autélogo con la finalidad de
favorecer una matriz extracelular adecuada (24,37), sin embargo, ninguno de ellos ha
figurado como el “método ideal”. Para favorecer la cicatrizacion, también se ha
intentado la aplicacibn de medios que contienen proteinas presentes en la matriz

extracelelular como laminina, fibronectina y coldgena (24), y que no generan el
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desarrollo de tejido fibroso con el objeto de evitar la formacion de neuromas y

favorecer la regeneracion axonal (5).

Con base en los componentes que integran la matriz extracelular y con la finalidad
de desarrollar, establecer y mantener una matriz adecuada que permita la
regeneracion axonal y la cicatrizacion del NRL después de ser reanastomosado, en
este estudio, se utilizaron 2 farmacos (Pegamento de fibrina y Colageno polivinil
pirrolidona) que de acuerdo a su composicion bioquimica, es probable que
proporcionen las proteinas adecuadas. Ademas, esta reportado que el uso de ambos
farmacos propician la formacion de procesos cicatrizales normales y provocan

minima reaccioén inflamatoria. (20-23).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, denotan que después del
procedimiento, todos los conejos operados presentaron una evolucion clinica
satisfactoria, sin la presencia de problemas respiratorios, ni de de deglucién dado

gue solo se afecté una cuerda vocal.

Al parecer, la pardlisis cordal observada al final del estudio, fue ocasionada porque
después de reanastomosar el NRL y de aplicar el tratamiento con los farmacos, se
requiere de una regeneracion axonal completa y probablemente por la degeneracion
de los musculos de las cuerdas vocales, los cuales se atrofian facilmente en
ausencia del control nervioso, tal y como lo describe Nahm y Hydman (3,7). Sin
embargo, al concluir el estudio, en los grupos de estudio Il (CPVP) y Il (Fibrina), se

aprecié una respuesta visual endoscopica de movilidad cordal al aplicar un estimulo
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eléctrico, la cual de manera subijetiva, no se consider6 como normal ni satisfactoria.
Estos hallazgos coinciden con los reportados en la literatura (5) en los que inicia la
motilidad cordal 8 semanas después de utilizar tubos de acido poliglicélico como
puente entre segmentos de NRL seccionado en un modelo experimental canino, sin
embargo, advierten que esta respuesta motora presentd un registro normal entre los
4 y 6 meses poscirugia, lo que puede indicar que el proceso de regeneracion axonal
requiere de mas tiempo para que se regenere la reinervacion de los musculos
cordales. Los hallazgos observados son similares a los observados por Woodson
(38) quien en un estudio experimental realizado en gatos, demostré que en forma
posterior a la seccion de los nervios laringeo recurrente y vago, existe reinervacion
preferencial del musculo tiroaritenoideo, hallazgos histolégicos de regeneracion de
mielina y resultados electromiograficos indicativos de regeneracion de la funcion
neuronal 6 meses después de realizada la seccion, desafortunadamente, el tiempo
de estudio establecido en este estudio fue de 6 semanas por lo que no fue posible

corrobar los hallazgos.

La atrofia de la cuerda vocal observada al final del estudio en los grupos | (SSF) y 1l
(CPVP) fue ocasionada por la denervacion posterior a la seccion del NLR vy
deficiencias en los procesos de cicatrizacion y regeneracion del mismo, dado que
estas respuestas se degeneran entre la segunda y tercera semana posterior al dafio,
tal y como lo reporté Gacek (39) quien denervo los NLR en gatos y describio los

cambios producidos en el masculo cricoaritenoideo posterior.
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Los hallazgos macroscopicos encontrados en este estudio denotan que si bien se
utilizé la técnica de anastomosis termino-terminal uniendo con un solo punto de
sutura, en todos los casos, a nivel de la anastomosis se observo la formacion de
adherencias con los tejidos circundantes, probablemente ocasionadas como
consecuencia del trauma quirargico (40). A este respecto, el hallazgo mas importante
fue que en los animales del grupo Il (CPVP), estas adherencias fueron mas laxas, lo
cual puede atribuirse al tratamiento con colageno polivinil pirrolidona que al parecer,
participa en la regulacion de la cicatrizacion, disminuyendo el proceso inflamatorio y
la cantidad de colagena formada tal y como lo han descrito diferentes autores que la

han utilizado en otros tejidos (21,22,41).

Con respecto a los hallazgos histolégicos, es probable que la inflamacion perineural
severa observada en los tejidos de los animales del grupo 1l (Fibrina) se atribuya a
una reaccion derivada en respuesta al suero bovino fetal (SBF), que es uno de los
componentes del pegamento, que puede actuar como una fuente potencial de
factores inmunogénicos y de proteinas virales capaces de generar respuestas

inflamatorias.

Por otra parte, el grado de fibrosis perineural moderada y severa observada por
microscopia de luz en los conejos de los grupos de estudio | (SSF) y Il (CPVP)
permitié confirmar que tanto el pegamento de fibrina como la CPVP posiblemente
aportaron las proteinas propicias para la formacion de una matriz extracelular
adecuada para el desarrollo de este tejido, como lo describi6 Rosen y la Food and

Drug Administration (24,42). Aunque, los hallazgos encontrados en este trabajo no
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coinciden con los descritos por otros autores que han utilizado la CPVP y que
mencionan que ésta disminuye la inflamacion y formacion de fibras de colagena

(21,22,41).

Los hallazgos de mejor organizacion de las fibras de colagena observada en las
anastomosis del grupo Il, coinciden con los de otros autores que mencionan que la
CPVP ordena de manera adecuada las fibras de colagena del tejido cicatrizal

(21,22,41).

Con relacién a los grupos de estudio | (SSF) y Il (Fibrina), en los cortes histologicos
de los nervios pertenecientes al grupo Il (CPVP) encontramos un aumento sustancial
de colagena endoneural, especialmente a nivel de la anastomosis con caracteristicas
histologias similares a las de la colagena nativa endoneural, lo cual pudiera sugerir
una regeneracion mas temprana con relacion a los grupos | (SSF) y lll (Fibrina) en
los que practicamente la coldgena endoneural se considero normal. Sin embargo,
este incremento en la coladgena endoneural no necesariamente sugiere conductividad
y transmision temprana, como lo estd reportado en un estudio realizado por
Kanemaru et al (5) en donde el desarrollo de nuevas fibras de colagena se aprecié a
las 8 semanas postcirugia, sin embargo, reporta que el tiempo minimo requerido
para la regeneracion axonal es de 6 meses. Estos hallazgos pueden sugerir que,
aungue la regeneracion neuronal requiere de mayor tiempo para llegar a alcanzar los
grupos musculares y producir movilidad de los mismos, los primeros indicios pueden
aparecer incluso desde las 6 semanas, como lo demuestran los resultados

encontrados en este estudio, ya que el revelado de la enzima peroxidasa rabano
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picante utilizando el colorante aminoetilcarbazol, permitié observar el paso de ésta a
través de la anastomosis del NLR, en los de los grupos de tratamiento con CPVP y
principalmente con fibrina, lo que sugiere que la aplicacion de CPVP o del
pegamento de fibrina actian como una matriz de soporte que favorece la
regeneracion axonal y por lo tanto buena regeneracion del nervio, hallazgos que
coinciden con lo descrito por otros autores que han trabajado en investigaciones

enfocadas en la reinervacion del NLR (5).
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VIIl. CONCLUSIONES.

- El aplicar tépicamente CPVP después de una neurorrafia de NLR disminuye la
atrofia cordal, favorece la motilidad de las cuerdas vocales posteestimulacion
eléctrica, disminuye la fibrosis perianastomoética, ordena de manera adecuada las
fibras de colagena cicatrizales, aunque a través de la visualizacion del transporte
axonal del nervio reanastomosado mediante el revelado de una peroxidasa muestra

menor conduccion neural (vs Fibrina) a las 6 semanas postcirugia.

- La aplicacion topica de PF postneurorrafia del NLR disminuye la atrofia de las
cuerdas vocales, favorece la motilidad cordal postestimulacion eléctrica, y a través de
la visualizacion del transporte axonal del nervio reanastomosado mediante el
revelado de una peroxidasa muestra mayor conduccion neural (vs CPVP) a las 6

semanas postcirugia.
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IX. FIGURAS.

Figura 1. Técnica quirdrgica A) Diseccion del nervio laringeo recurrente (NLR). B)

Seccion del NLR. C) Fin de neurorrafia y D) Aplicacion de CPVP.
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Figura 2. Colocacién de electrodos para estimulacién eléctrica directa del NLR.

Figura 3. Inyeccibn de la peroxidasa en la porcidbn proximal del NLR

reanastomosado.
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Figura 4. A) Muestra cuerda vocal normal precirugia y B) cuerda vocal atrofiada al

final del estudio.
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Figura 5. Se observa el EMG sin repuesta en un animal del grupo | al final del

estudio.

Figura 6. Muestra el EMG con repuesta en un animal del grupo Il al final del estudio.
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Figura 7. A) muestra la anastomosis del NLR con adherencias laxas al final del
estudio en un animal tratado con CPVP.
B) Anastomosis del NLR (Flecha) con adherencias firmes al final del estudio en un

animal tratado con PF.



35

Figura 8. Macrofotografia que muestra

A) nervio laringeo recurrente sano (HE, 10X), B) reaccion inflamatoria y fibrosis
perineural en un nervio tratado con SSF (HE, 10X), B), C) colagena endo y perineural
bien organizada en un nervio tratado con CPVP (Masson 10X) y D) Fibosis severa

perineural y reaccion inflamatoria en un nervio tratado con PF (HE, 10X).



Figura 9. Conduccion positiva (40X, AEC-H&E).

Figura 10. Conduccion Negativa (40X, AEC-H&E).
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X. GRAFICAS.

Grafica 1. Muestra la nula motilidad espontanea a las 6 semanas después de

realizar la neurorrafia del NLR.

Grafica 2. Se observa la importante atrofia de la cuerda vocal derecha en los

animales del grupo | a las 6 semanas después de realizar la neurorrafia del NLR.
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Gréfica 3. Motilidad de la cuerda vocal derecha posterior al estimulo eléctrico antes

de la cirugia y al final del estudio.

Gréfica 4. Grado de inflamacion microscopica observada en cada grupo de estudio a

las 6 semanas después de realizar la neurorrafia del NLR.
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Gréfica 5. Grado de fibrosis microscoépica perineural observada al final del estudio.

Gréfica 6. Se observa el grado de disposicion de las fibras de colagena en cada

grupo de estudio a las 6 semanas después de realizar la neurorrafia del NLR.
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Gréfica 7. Se observa la conduccion neuronal mediante el porcentaje de reaccién

colorida positiva al final del estudio.
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XI. CUADROS.

Cuadro 1. Muestra el grado de adherencias formada por grupo de estudio, a las 6

semanas postcirugia.

Cuadro 2: Numero y porcentaje de nervios laringorecurrentes con conduccién
positiva y con conduccién negativa detectadas mediante una reaccion colorida
(Peroxidasa con Aminoetilcarbazol) por grupo de estudio. ANDEVA + Tukey (p): Gpo

I vs Gpo ll: (ns), Gpos |y llvs Gpo lll: (p <0.01).
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