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|. RESUMEN

Titulo: Evaluacion del uso de acido acetilsalicilico y acidos grasos w3-poli-insaturados como estrategia para
el cierre de fistulas persistentes del tracto digestivo

Antecedentes: El proceso de reparacion de heridas se puede dividir en tres etapas: 1) inflamacién, 2)
formacién de tejido y 3) remodelacidon de tejido. Numerosas moléculas participan en la regulacion de la
respuesta inflamatoria, como las quimiocinas, las citocinas proinflamatorias, los leucotrienos, las
prostaglandinas y las citocinas anti-inflamatorias. Para que la inflamacion se resuelva y puedan proceder las
fases de formacion de tejido y remodelacion de tejido, se necesita la participacion de moléculas como las
lipoxinas (que derivan del acido araquiddnico), las resolvinas y las protectinas (que derivan de los acidos
grasos w3-poli-insaturados, eicosapentaenoico y docosahexaenoico). La sintesis de estos mediadores se
favorece en presencia de &cido acetilsalicilico. Las fistulas persistentes del tracto digestivo constituyen una
patologia en la cual hay, por un lado, una extensa fibrosis del tejido, y por otro, una herida abierta que no
logra cicatrizar de manera apropiada. Hay evidencias de que la administracion de acidos grasos w3-poli-
insaturados y de &cido acetilsalicilico disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias e incrementa la
produccion de lipoxinas, resolvinas y protectinas; estos mediadores favorecen la resolucion de la inflamacién
y la transiciéon hacia las etapas posteriores de reparacion de tejido.

Objetivo: comparar la evolucion clinica, el patron histolégico y la expresién molecular de los pacientes
portadores de fistulas persistentes del tracto digestivo que reciban tratamiento con acidos grasos w3-poli-
insaturados y/o &acido acetilsalicilico, con los pacientes portadores de fistulas del tracto gastrointestinal que
reciban el tratamiento médico convencional.

Material y métodos: El estudio tiene un disefio de cohorte prospectivo, longitudinal, comparativo, con
disefio factorial. El universo de trabajo quedard constituido por pacientes portadores de fistula(s)
gastrointestinal(es) internados en el servicio de Gastrocirugia del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI (HE CMN SXXI). Se incluiran mediante muestreo no probabilistico de casos
consecutivos todos los pacientes que rednan los criterios de inclusion y se asignardn a uno de cuatro
grupos: grupo A (control con tratamiento convencional), grupo B (4cido acetilsalicilico), grupo C (acidos
grasos w3-poli-insaturados) o grupo D (acido acetilsalicilico y acidos grasos w3-poli-insaturados). Se medira
el gasto diario de la fistula, el tiempo de cierre de la fistula, el tamafio del defecto de la pared abdominal, el
diametro de la fistula, el patrén histolégico del tejido de la fistula (por microscopia de luz), la concentracion
sérica de IL-6 e IL-8 (por ELISA), la expresion de los marcadores de macréfagos M2 CD163, receptor de IL-4
y receptor de manosa (por inmunohistoquimica), FIZZ1, YM1, fibronectina y BIG-H3 (por RT-PCR), y la
presencia de infeccion, falla organica multiple y muerte. Los pacientes se observaran durante cinco semanas
o hasta el cierre de la fistula, si este ocurre antes de cinco semanas. Se les tomara una muestra de sangre
por semana, una biopsia del tejido fistular al momento del ingreso y una segunda biopsia, si después de
cinco semanas aun presentan la fistula.

Recursos e infraestructura: El servicio de Gastrocirugia del HE CMN SXXI cuenta con los recursos e
infraestructura para el manejo de los pacientes portadores de fistulas gastrointestinales. Por otro lado, la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIg) cuenta con la infraestructura necesaria para
poder llevar a cabo el trabajo experimental propuesto en el presente trabajo. Los recursos para la
adquisicion del material y reactivos procederan, en parte, del presupuesto de la UIMIq y de los recursos
solicitados en convocatorias del CONACYT.

Experiencia del grupo: El servicio de Gastrocirugia del HE CMN SXXI tiene probada experiencia en el
manejo de pacientes con fistulas gastrointestinales. En los Gltimos afios se han publicado varios articulos en
relacién al tema y recientemente el servicio ha propuesto alternativas al manejo de los pacientes con fistulas
gastrointestinales. Con el presente proyecto proponemos una forma complementaria de tratamiento que
contribuya a mejorar la evolucién de los pacientes. La UIMIq tiene experiencia en investigacion bésica y
bésica aplicada a la clinica. En los ultimos afios se ha tenido una estrecha colaboracion entre la UIMIq y el
area clinica del hospital.

*Objetivo particular de tésis: formar parte del estudio troncal al sentar las bases comparativas
enfocandonos en el grupo control y los hallazgos histopatolégicos.



IIl. ANTECEDENTES
A. Inflamacidén y reparacidon de heridas.

La reparacién de heridas es un proceso muy importante para la homeostasis y esta altamente
conservado en la filogenia. En humanos, el proceso de reparacion de heridas se puede dividir en
tres etapas: 1) inflamacion, 2) formacion de tejido y 3) remodelacion de tejido. Inmediatamente
después de que ocurre una herida, se activan la cascada de coagulacién y las plaquetas para
lograr la hemostasia. De manera simultanea, la lesion de tejidos da lugar a una inflamacion, que es
una respuesta celular a través de mudltiples y diferentes moléculas encaminadas a lograr la

homeostasis.

Parte de esta respuesta inflamatoria la inicia el sistema inmune innato a través de
receptores que le permiten detectar patrones moleculares asociadas a microorganismos (MAMP)
(anteriormente se conocian como patrones moleculares asociados a patégenos, PAMP), que son
moléculas conservadas y ampliamente distribuidas entre grupos de microorganismos, y factores de
virulencia, que son moléculas asociadas sélo a los patégenos®. Los MAMP incluyen componentes
de la pared celular de bacterias Gram negativas (lipopolisacéarido o endotoxina), bacterias Gram
positivas, micobacterias y levaduras, componentes del flagelo bacteriano y proteinas de
protozoarios; los factores de virulencia incluyen exotoxinas de bacterias Gram positivas. El sistema
inmune innato también reconoce moléculas enddgenas asociadas a dafio tisular (DAMP),
constituidos por componentes de la matriz extracelular y moléculas liberadas durante la necrosis

celular (HMGBL), y proteinas de la cascada de coagulacion?.

Los receptores del sistema inmune innato, que se conocen como receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), se encuentran en células endoteliales y epiteliales, en
fibroblastos y en los distintos tipos de macréfagos residentes de los tejidos. Cuando dichos
receptores reconocen la presencia de microorganismos y de dafio tisular, dos condiciones que se
observan comunmente en las heridas, activan vias de sefializacion que inducen la produccion de
quimiocinas (ej. IL-8), citocinas proinflamatorias (ej. TNF-a, IL-1 e IL-6), prostaglandinas y

leucotrienos®. La IL-8 es quimiotactica para neutréfilos y el TNF-o. y la IL-1 incrementan la



adhesividad del endotelio y la permeabilidad vascular, de modo que estas células infiltran el sitio
de la herida. Los neutréfilos son células con alta capacidad para fagocitar microorganismos, y
cuentan con varios mecanismos microbicidas, como radicales libres de oxigeno y de nitrogeno,
enzimas liticas y péptidos y proteinas antimicrobianas. Los neutréfilos también fagocitan células

muertas y restos de tejidos dafados.

Las prostaglandinas y los leucotrienos se producen a partir del acido araquidénico por las
vias de la cicloxigenasa-2 y la 5-lipoxigenasa, respectivamente. La prostaglandina E2 causa
vasodilatacion e incrementa la permeabilidad vascular, lo que favorece el reclutamiento de células
al sitio de la lesion; el leucotrieno B4 es un potente quimiotactico de neutréfilos y también
incrementa la permeabilidad vascular. La IL-6 actua sobre los hepatocitos e induce la sintesis de
las proteinas de fase aguda (lectina que une manosa —MBL- y proteina C reactiva —-PCR-), que
fijan complemento y opsonizan a las bacterias para favorecer su fagocitosis. Esta citocina se
produce de manera mas tardia que IL-1 y TNF-«a; bloquea la liberacién de IL-8 y promueve la
apoptosis de neutrdfilos, lo que favorece la transicion de un infiltrado de neutréfilos a un infiltrado
de mononucleares (monocitos, macréfagos, linfocitos, células NK y NKT). Las células NK y NKT
producen IFN-y, el cual activa las funciones fagociticas y antimicrobianas de los macréfagos. Es
decir, los macrofagos, principalmente los que se diferencian a partir de monocitos en el sitio de la
inflamacién, también pueden participar de manera activa en la destruccién de los microorganismos
invasores. Los mecanismos microbicidas de los neutréfilos y macréfagos, cuando no estan
adecuadamente regulados, pueden lesionar los tejidos propios. Las dos citocinas anti-inflamatorias
mas importantes son la IL-10 y el TGF-B, las cuales regulan negativamente los efectos de las

citocinas proinflamatorias antes mencionadas®.

Cuando el proceso inflamatorio se ha mantenido durante cierto tiempo (los modelos
experimentales sugieren un lapso de 24 a 48 h), se induce la produccién de enzimas que sintetizan
lipoxinas a partir del &cido araquidénico y resolvinas y protectinas a partir de acidos grasos w3-
poli-insaturados (acidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico). Las lipoxinas se producen a

través de una via metabdlica que inicia con la 15-lipoxigenasa y que se completa cuando los
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neutréfilos se asocian con plaquetas o con células endoteliales. Las lipoxinas A4 y B4 reducen la
infiltracién de neutrdfilos, inhiben la produccion de IL-8 y TNF-a, estimulan la produccion de TGF-
y favorecen la fagocitosis de neutréfilos apoptéticos por macréfagos; la lipoxina A4 también inhibe
la permeabilidad vascular y la vasodilatacion. Recientemente se describié que, en presencia de
acido acetilsalicilico, la ciclooxigenasa-2 no soOlo deja de producir los precursores de las
prostaglandinas, sino que inicia una via metabdlica distinta, que lleva a la producciéon de dos
epimeros de las lipoxinas, 15-epi-lipoxina A4 y 15-epi-lipoxina B4. Estas “lipoxinas inducidas por
aspirina” (ALT) disminuyen la adhesividad del endotelio, la permeabilidad vascular y la produccion
de citocinas proinflamatorias; ademas, promueven la fagocitosis de neutréfilos apoptoticos por

macréfagos y tienen efectos antifibroticos>®.

Las resolvinas y las protectinas son dos familias de mediadores lipidicos recientemente
descritas, que se encuentran en modelos experimentales in vivo en la etapa de resolucion de la
inflamacién (cuando la infiltracién de neutréfilos declina). La resolvina E1 se sintetiza a partir del
acido eicosapentaenoico por una via que inicia con la acetilacion de la ciclooxigenasa- 2 por acido
acetilsalicilico. Las cuatro resolvinas D se sintetizan a partir del 4cido docosahexaenoico a través
de 5-lipoxigenasas, o bien, a través de ciclooxigenasa-2 acetilada por acido acetilsalicilico. La
protectina D1 se sintetiza a partir de acido docosahexaenoico a través de 15-lipoxigenasa, y
también tiene efectos antifibréticos. Las resolvinas y las protectinas reducen la permeabilidad
vascular, favorecen la apoptosis de neutréfilos y estimulan a los macrofagos a ingerir y eliminar
células apoptoticas (principalmente neutréfilos). Los macréfagos que participan en esta etapa de
resolucion de la inflamacion son una poblacién distinta a los macréfagos “inflamatorios” que
fagocitan microorganismos y producen citocinas proinflamatorias; se piensa que pudieran ser los
macréfagos residentes del tejido o bien, una poblacion distinta de macréfagos “no inflamatorios”
gue se recluta desde la sangre. Estos macrofagos “no inflamatorios” (también se les ha llamado
macréfagos M2 o macréfagos alternativamente activados) se han identificado por la expresion de
marcadores caracteristicos (FIZZ1, Ym1, BIG-H3, arginasa, fibronectina, CD163, receptor de IL-4 y

receptor de manosa)’, por la produccion de altas cantidades de fibronectina (un componente de la



matriz extracelular), poliaminas (que promueven la divisién celular) y prolina (un componente del
colageno). Ademas, producen factor de crecimiento vascular-endotelial, que es necesario para la
angiogénesis y la proliferacion de células endoteliales y epiteliales. La lipoxina A4 incrementa la
produccion de TGF-B, el cual estimula la produccién de colageno por los fibroblastos. Todos estos
mediadores dan inicio a la segunda etapa en la reparacién de heridas, la formacién de tejido
nuevo, que ocurre, aproximadamente, entre los dos dias y las dos semanas posteriores a la
herida. Durante esta etapa, la zona lesionada se encuentra infiltrada por macréfagos y
fibroblastos, y presenta abundantes vasos sanguineos de reciente formacion. Los fibroblastos
producen grandes cantidades de matriz extracelular, principalmente colageno, y algunos de ellos
se diferencian a miofibroblastos, unas células contractiles que tienden a acercar los bordes de la

herida2,3,4,5,6,7,8

La tercera etapa en la reparacion de heridas, la remodelacién del tejido, comienza
aproximadamente después de dos o tres semanas, y se puede prolongar durante afios. Durante
esta etapa, la mayor parte de las células que se encuentran en la zona lesionada mueren por
apoptosis, y solo queda la cicatriz, que es una estructura rica en matriz extracelular desorganizada
(principalmente colageno) con escasas células (fibroblastos), que no realiza las funciones
normales del tejido y que presenta menor resistencia que el tejido intacto®. El proceso que se

describié es el que se presenta en la mayor parte de las heridas, y conduce a una cicatrizacion.

B. Las fistulas como resultado de una alteracion en el proceso de reparaciéon de
heridas.

La inflamacion se ha relacionado con un gran nimero de patologias, tanto agudas como croénicas.

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y la sepsis son dos ejemplos en los cuales la

inflamaciéon aguda pasa del &dmbito local al sistémico, y son los propios mediadores de la

inflamacién los responsables de las manifestaciones clinicas de estas patologias. La inflamacion

crénica estad asociada con distintas patologias, tanto infecciosas como autoinmunes. En estos

casos, la inflamacion se mantiene activa por periodos prolongados y no resuelve, ya sea porque el



agente infeccioso persiste o porque la respuesta autoinmune no se controla. Existe otra categoria
de patologias que se pueden atribuir a un fallo en la regulacion de las etapas tardias de la
reparacion de heridas: aquellas donde se desarrolla una fibrosis excesiva que interfiere con la
funciébn normal del tejido, como ocurre en los infartos al miocardio, la fibrosis hepética y las
cicatrices hipertroficas y queloides en la piel. Dentro de esta categoria también se pueden incluir a
las fistulas persistentes del tracto digestivo, donde se observa, por un lado, una extensa fibrosis
del tejido, y por otro, una herida abierta que no logra cicatrizar de manera apropiada.

Una fistula es la comunicacion anormal entre dos superficies epitelizadas. En el caso de la
fistula intestinal existe una comunicacién anormal entre la luz intestinal y otra estructura epitelizada
o la piel. Las fistulas se clasifican de acuerdo a las estructuras anatomicas que involucran, a la
cantidad y composicién de su drenaje y a la etiologia responsable de su formacion. Desde el punto
de vista anatoémico las fistulas pueden ser externas (si hay comunicacion con la piel), o internas (si
comunican estructuras intraperitoneales). En relacién con la cantidad de su drenaje se pueden
clasificar como de bajo gasto (<250 ml/dia), de gasto moderado (entre 250 y 500 ml/dia) y de alto
gasto (>500 ml/dia). La composicién del drenaje depende del sitio en donde se encuentre la fistula;
asi, existen fistulas con gasto salival del es6fago, con liquido gastrico, con liquido del intestino
delgado (duodeno, yeyuno e ileon) y con materia fecal, de colon. En relacién con la etiologia, las
fistulas pueden resultar de alteraciones en el intestino que involucran estructuras adyacentes,
traumatismos en el tracto gastrointestinal, lesiones incidentales durante procedimientos quirdrgicos
e intervencionistas, o como consecuencia de la dehiscencia de una anastomosis intestinal.
Aproximadamente tres cuartas partes de las fistulas tienen relacion con procedimientos quirargicos
y la mayoria de ellas involucran el intestino delgado. La parte restante de las fistulas se asocian a
perforaciones intestinales relacionadas con procesos inflamatorios (enfermedad inflamatoria

intestinal), Ulcera péptica, pancreatitis aguda, neoplasias y radiaciones®*****?

C. Tratamientos actuales para las fistulas persistentes del tracto digestivo.
El tratamiento de las fistulas comienza con la reanimacién y correccion del desequilibrio

hidroelectrolitico. En muchos pacientes hay procesos infecciosos (locales o sistémicos —sepsis)
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asociados y problemas nutricionales, y el control de estos problemas es prioritario. EI manejo
puede ser médico y/o quirargico; el primero comprende la administracion de nutricion artificial y de
agentes que reducen el volumen de la secrecién de liquidos gastrointestinales a través de la
fistula, en especial la somatostatina o su analogo sintético, el octreétide. La nutricion parenteral
constituye un pilar fundamental en el manejo del paciente con fistulas del tracto digestivo que
puede lograr el cierre de la fistula entre 60% y 75% de los casos. Aunque la disminucién del gasto
de la fistula no mejora los indices del cierre espontaneo, si reduce el tiempo para su cierre'®. La
somatostatina tiene su eficacia comprobada en el caso de las fistulas pancreéticas, pero en el
caso de las fistulas gastrointestinales esta menos claro.

La somatostatina acelera el vaciamiento gastrico e inhibe la motilidad del resto del tracto
gastrointestinal, ademas disminuye la secrecion e incrementa la absorcién de agua y electrolitos,
efectos que podrian explicar el resultado terapéutico del producto en el caso de las fistulas
gastrointestinales. La somatostatina es un producto que requiere de infusion intravenosa continua,
de ahi la ventaja del octre6tide, que tiene un efecto de accidon mas prolongado y su administracion
es subcutanea. La somatostatina y el octreétide tienen un porcentaje de éxito variable. Leandros y
colaboradores con la somatostatina reportaron un indice de cierre del 84%". Nubiola y Jamil por
separado, reportaron que el octredtide (Sandostatina), tuvo un indice de cierre de 77% y 65%
respectivamente™'®. En estudios en los que se utilizd nutricion parenteral total y octreétido el
indice de cierre fue de 60% a 92%, similar al encontrado con nutricion parenteral total sola, sin
embargo, el tiempo de cierre para la nutricion parenteral fue de 50 dias contra 5 a 10 dias para el

anélogo de la somatostatina mas la nutricién parenteral’

. Por otro lado, Sancho y colaboradores,
en un estudio aleatorizado doble ciego en el que se administré octreétide a 14 pacientes con
fistula, no observaron diferencia significativa en comparacién con el grupo placebo®. Draus y
colaboradores administraron octre6tide a 24 pacientes y observaron una tasa de cierre del 30%, lo
que contrasta con los resultados antes citados®®.

Dentro del manejo médico también se encuentran la aplicacion de un sistema de vacio

sobre el sitio de la fistula (Vacuum-assisted closure --VAC) y la aplicacién de geles de fibrina. El

VAC ha mostrado diferentes resultados, por ejemplo, Weinstein y colaboradores reportaron su
7



efectividad en el cierre de fistulas de alto gasto con un porcentaje de éxito del 40.7% en un lapso
de 1 a 7 dias de tratamiento®. Draus y colaboradores refieren haber utilizado este sistema en 13
pacientes, en los que sin duda contribuyé al manejo de la herida, pero su efectividad en el cierre
de la fistula solo se observo en un paciente’®. Es probable que el uso del VAC se encuentre
indicado para el cuidado del abdomen abierto previo al tratamiento definitivo a través de cirugia®.
Otros grupos reportan la eficacia del VAC de manera anecdética, o incluso su uso lo asocian con
el incremento de la incidencia de las fistulas en pacientes con abdomen abierto y asas intestinales

eXpuestaSlgy 20, 22,23,l

Los geles de fibrina (Tissucol) tienen resultados que no permiten su
recomendacion hasta el momento y aunque estas terapias pueden ser de ayuda en algunos casos,
las caracteristicas particulares de la poblacién en que funcionan aln no esta definida claramente y
el problema contintia sin resolverse en una cantidad importante de pacientes* %,

El tratamiento quirdrgico de las fistulas se reserva para aquellos pacientes que no
responden al tratamiento conservador por presentar algunas de las condiciones siguientes: a)
presencia de alto gasto (>500 ml /24 hrs), b) tracto fistular corto (<2 cm), c) presencia de abscesos
perifistulares, d) obstruccién distal a la fistula, e) malignidad, f) radiaciones, g) uso de esteroides y
h) epitelizacién cronica. Las fistulas del intestino delgado son las que més frecuentemente se
presentan y las que habitualmente relnen las caracteristicas que impiden el cierre espontaneo.
Por esto menos del 25% de las fistulas tratadas en forma conservadora cierran espontdneamente
Y, en estos casos, el cierre puede tardar entre 8 y 12 semanas, otras persisten incluso por meses o

aﬁoslg, 26, 27, 28, 29.

El indice de curacion con la cirugia se encuentra entre 75% y 85%, y se indica
en aquellos pacientes en los que su estado nutricional se ha mejorado, se encuentran sin sepsis y
han tenido un tiempo de vigilancia de cuatro a cinco semanas para valorar un cierre espontaneo
que no se ha logrado. Martinez Ordaz y colaboradores publicaron la experiencia en el manejo de
las fistulas entero-cutaneas en 174 pacientes, 90 de ellos con fistulas de intestino delgado y 50
con fistulas de colon. Cerraron de forma espontanea 37% de los pacientes y 49% de forma

quirargica. Los factores asociados a la incapacidad del cierre fueron: el sitio de la fistula (yeyuno),

la presencia de mudltiples fistulas o la presencia de sepsis, fistulas de gasto alto y alteraciones



hidroelectroliticas, en especial la fistula yeyunal persistente con alto gasto fue la indicacion

quirdrgica mas frecuente?®.

D. Mediadores que favorecen la resolucion de la inflamacion en el tratamiento de las
fistulas persistentes del tracto digestivo.

De acuerdo a los antecedentes, nosotros proponemos que las fistulas representan un caso en el
que, entre otros fendmenos, la etapa de resolucion de la inflamacion y las etapas subsecuentes de
la reparacién de tejido no inician de manera apropiada. Por lo tanto, la administracion de acidos
grasos w3-poli-insaturados y 4cido acetilsalicilico podria favorecer la transicion hacia estas etapas,
lo cual contribuiria a la disminucion del gasto de la fistula y del tiempo requerido para el cierre de la
misma.

- Acidos grasos wa3-poli-insaturados (4cido  eicosapentaenoico |y  é&cido

docosahexaenoico).

Se considera que los acidos grasos w3-poli-insaturados tienen efectos anti-inflamatorios porque
son precursores de las resolvinas y protectinas, pero también porque pueden reemplazar al acido
araquidénico en las vias de sintesis de prostaglandinas y leucotrienos, y las moléculas que se
sintetizan a partir de estos acidos grasos w3-poli-insaturados son menos activas que las que se
sintetizan a partir del acido araquidénico®. Existe evidencia de que el consumo de &cidos grasos
w3-poli-insaturados en altas cantidades puede disminuir la produccion de prostaglandinas,
leucotrienos y de citocinas proinflamatorias. En modelos de ratones transgénicos que sintetizan
acidos grasos w3-poli-insaturados se observdé una mayor concentracion de resolvinas y

protectinas, y un menor dafio intestinal ante la induccion de colitis por dextran sulfato de sodio®.

La administracion de acido docosahexaenoico en la dieta (6 g/dia) durante 90 dias
incremento la concentracion de este acido graso en células mononucleares de sangre periférica de
2.3% a 7.4%, y la concentracion de &cido araquidonico disminuy6 de 19.8% a 10.7%. Ademas, la
secrecion de IL-1B y TNF-a se redujo un 40% a 45%, y cuando estas células fueron estimuladas

con lipopolisacérido, la produccion de prostaglandina E2 disminuy6 de 17 a 5 ng/10° células y la de



leucotrieno B4, de 92 a 34 pg/10° células. En el mismo estudio, se observé una disminucion de
20% en la actividad de células NK, medida como la capacidad de lisis de células K-562 marcadas
con *'Cr *. Se ha reportado que cantidades relativamente bajas (0.03 a 0.15 g/dia) de &cido
eicosapentaenoico y &cido docosahexaenoico en la dieta, inhiben la proliferacion de linfocitos
estimulados con concanavalina A y fitohemaglutinina ex vivo®, y disminuyen la produccién de

citocinas (IL-1B en 50%;TNF-a entre 49% y 66%, IL- 6 en 84%) por monocitos humanos®.

La capacidad anti-inflamatoria de estos acidos grasos se ha tratado de utilizar en el
tratamiento de distintas patologias, agudas y crénicas, donde participa la inflamacion, tal es el
caso de la sepsis, la artritis reumatoide, las enfermedades inflamatorias intestinales, la enfermedad
coronaria isquémica y el asma. Un estudio aleatorizado, doble ciego y con control placebo, en que
el que se sometio a pacientes con antecedente de infarto a una prueba de esfuerzo, se observo
gue la administracion oral de 585 mg de &cido docosahexaenoico y 225 mg de &cido
eicosapentaenoico mejor6 el balance simpatovagal y la recuperacion de la frecuencia cardiaca
posterior a la prueba, lo que esta relacionado con un mejor prondstico, dado que disminuye la
susceptibilidad a desarrollar arritmias letales®*. Otro efecto anti-inflamatorio se muestra en
pacientes con cancer de eséfago a los que se les administré acido eicosapentaenoico (1.8 g /dia)
y aceite de soya 7 dias previos a la cirugia, y se encontr6 que el tratamiento disminuyé las
concentraciones de IL-6 y de proteina C reactiva®. También se ha visto que la adicién de &cidos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico (1.23 g/dia combinados) en la dieta disminuye la
produccion de prostaglandina E2 por células mononucleares en respuesta a fitohemaglutinina
hasta en 67%, asi como reducciones importantes de IL-1B, TNF-a, GM-CSF e IL-6 (40%, 7%,
28%, 34%, respectivamente) en respuesta a otros estimulos, comparados con las concentraciones

previas al tratamiento.

Cuando se administran por via oral, los acidos grasos w3-poli-insaturados_se emulsifican y
se absorben de manera pasiva y, en menor medida, a través de proteinas transportadoras. El
acido eicosapentaenoico alcanza una meseta en plasma después de 6 semanas de administracion

por via oral, y el &cido docosahexaenoico lo hace después de 18 semanas. En una extensa
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busqueda bibliografica no se encontraron reportados efectos adversos imputables a estos ac.

grasos.

- Acido acetilsalicilico.
El acido acetilsalicilico induce moléculas promotoras de la resolucion de la inflamacion, como
lipoxinas, resolvinas y protectinas. La resolvina E1 es capaz de regenerar los tejidos perdidos por
el dafio inflamatorio, incluyendo tejido 6seo, en un modelo animal de enfermedad periodontal®’.
También se ha visto que el acido acetilsalicilico limita la inflamacién y previene la fibrosis en la
inflamacién renal. En un modelo in vivo de isquemia-reperfusion se observé que tanto la
produccion de protectinas y resolvinas enddgenas como la administracion exdgena de estas
moléculas redujo considerablemente la necrosis tubular, mejoré la funcion renal en términos de
creatinina sérica, la infiltracion de polimorfonucleares al tejido y la actividad de mieloperoxidasa®.
Hay también evidencia que sugiere que en el tracto gastrointestinal el acido acetilsalicilico y los
mediadores lipidicos de la resolucion de la inflamacion tienen efectos benéficos. En un modelo in
vivo de inflamacién intestinal crénica por dextran sulfato de sodio se observo que la administracion
oral de lipoxina A4 reduce la pérdida de peso y el sangrado, y aumenta la supervivencia
significativamente®. Existen estudios en los que se ha visto eficacia clinica atribuible a este
mecanismo de accion, y otros en los que se muestra que la deficiencia en la actividad de los
mediadores lipidicos de la resolucion de la inflamacion se relaciona estrechamente con la
fisiopatologia de varias enfermedades. Se ha observado en humanos que la administacion de
bajas dosis (81 mg) de &cido acetilsalicilico, ademas de inhibir la produccion de tromboxano A2,
induce la produccién de 15-epi-lipoxina A4, que reduce la infiltracion de leucocitos al sitio
inflamatorio, el edema y ademas bloquea las sefiales de dolor*. Distintos estudios en los que se
administran dosis de entre 75 mg y 500 mg de acido acetilsalicilico diarios, muestran reducciones
en el riesgo de morir por infarto cardiaco*'. Se observé también, en una cohorte de 94 hombres sin
patologia cardiovascular seguida durante de 8.7 afios, que la concentracién inicial de &cidos
grasos w3-poli-insaturados se relaciond inversamente con el riesgo de muerte sdbita por causas

cardiovasculares®.
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Se sugiere que la administracion de acido acetilsalicilico a bajas dosis por tiempos largos
puede tener un papel en la prevencion secundaria del desarrollo de adenomas colorectales.
Sandler y colaboradores, en un estudio aleatorizado doble ciego con 635 pacientes con
diagnostico de céncer de colon o recto, encontraron que la incidencia de adenomas fue menor
(17%) en aquellos pacientes a los que se les administraron 325 mg de &cido acetilsalicilico, que
en aquellos pacientes a los que se les administré placebo (27%)*. Este hallazgo entra en
consonancia con multiples estudios, basicos y clinicos, que evidencian la relacion entre
inflamacién y cancer, y la utilidad del acido acetilsalicilico en su prevencion.

Las lipoxinas inducidas por acido acetilsalicilico también tienen un papel fundamental en la
resolucion de la inflamacion cutdnea, particularmente en la reduccién de la actividad de neutréfilos
y linfocitos T, y en la inhibicibn de la hiperproliferacién epidérmica, un elemento comdn en
dermatitis por contacto irritativa y psoriasis**. El acido acetilsalicilico es uno de los farmacos de uso
mas comuln y mas extensamente estudiados, y aunque su administracion se relaciona con mayor
incidencia de eventos hemorragicos y Ulcera péptica, existen recomendaciones que ayudan a
reducir el riesgo de estas complicaciones, como usar la dosis minima efectiva, administrar
concomitantemente inhibidores de la bomba de protones y evitar su uso en pacientes con diatesis
hemorragica o Glcera conocida®. El acido acetilsalicilico es un acido organico que se absorbe
rapidamente en el estbmago y en la parte proximal del intestino delgado; su concentracidbn maxima
en sangre se alcanza entre una y dos horas después, y se hidroliza en sangre y en tejidos a acido
acético y salicilato. En el plasma, se une a la albumina de manera saturable y se excreta sin
cambios facilmente en cantidades menores a 600 mg. El farmaco tiene una vida media de 20
minutos, pero sus efectos pueden durar mucho méas, como su funcion antiplaguetaria, que dura
hasta 10 dias. Sus efectos toxicos se conocen bien: inhibe la produccién de prostaglandina E; en
el tracto digestivo, favorece el desarrollo de Ulcera péptica y el sangrado del tubo digestivo, aunque
se ha visto que en dosis bajas (<300 mg) la incidencia de estas complicaciones es menor. En
dosis altas también puede precipitar insuficiencia renal, pero en dosis bajas (<100 mg) no interfiere
con la actividad de la enzima convertidora de angiotensina. Es prudente evitar la administracion en

los pacientes que presenten diatesis hemorragica y alergia conocida al medicamento® %47,
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l1l. JUSTIFICACION
Las fistulas persistentes del tracto digestivo constituyen un problema de gran magnitud por dos
situaciones; en primer lugar, la mortalidad es significativa, con tasas que van del 5% al 25%, pero
gue pueden llegar hasta 50% 6 60% en los casos de fistulas de alto gasto en presencia de sepsis
y desnutricion. En segundo lugar, las fistulas se pueden presentan en paredes abdominales que
presentan lesiones importantes, lo que condiciona la exposicién de las asas intestinales al medio
ambiente, y contribuye al incremento en la mortalidad. Esto conlleva mayor tiempo de estancia
hospitalaria e incremento en los costos® 2% 27 28 4849 En yn buen porcentaje de los casos, las
fistulas no cierran espontaneamente y los pacientes generalmente requieren de hospitalizacion
prolongada. Los tratamientos actuales no han mostrado eficacia constante. Ademas, el manejo
conservador con nutricion parenteral y analogos de la somatostatina (octre6tide) tiene un costo
muy elevado, por el tipo de productos que requiere y por su larga duracién. Para el tratamiento
quirdrgico, que tiene buen indice de éxito, hay que esperar por lo menos cinco semanas, en la
mayoria de los casos, para poder llevar a cabo la intervencion. Este tipo de pacientes tienen
especial importancia para el HE CMN SXXI, ya que la mayoria son referidos de otros centros
hospitalarios y han sido sometidos a multiples procedimientos quirdrgicos abdominales, por lo que
el riesgo que implica la cirugia es muy alto y la morbilidad y mortalidad tienden a ser elevadas. La
morbilidad se refiere, entre otras cosas, a la posibilidad de generar otras fistulas intestinales, a la
predisposicion al desarrollo de sepsis, a la necesidad de manejar un abdomen abierto y al
desarrollo de intestino corto.

Por estos antecedentes, se justifica la busqueda de nuevos enfoques en el tratamiento de
las fistulas persistentes del tracto digestivo. Nosotros proponemos que las fistulas representan un
caso en el que, entre otros fendbmenos, la etapa de resolucién de la inflamacion y las etapas
subsecuentes de la reparacion de tejido no proceden de manera apropiada. Por lo tanto, la
administracion de &cidos grasos w3-poli-insaturados y acido acetilsalicilico podria favorecer la
transicion hacia estas etapas (a través de la sintesis de lipoxinas, resolvinas y protectinas), lo cual
contribuiria a la disminucion del gasto de la fistula y del tiempo requerido para el cierre de la

misma. La administracién de acido acetilsalicilico y acidos grasos w3-poli-insaturados ha mostrado
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efectos benéficos en otras patologias asociadas con la inflamacion; no se han reportado efectos
adversos asociados a la administracion de acidos grasos w3-poli-insaturados en humanos, y los
riesgos asociados con la administracion de acido acetilsalicilico son bien conocidos y se pueden
prevenir.

Por lo tanto, en este proyecto queremos comparar la evolucion clinica de los pacientes con
fistulas persistentes del tracto digestivo que reciban acidos grasos w3-poli-insaturados y acido
acetilsalicilico, con la evolucién de los pacientes con fistulas que reciban sélo el tratamiento
médico convencional. Actualmente, no hay en el mercado anticuerpos que permitan la deteccién
directa de lipoxinas, resolvinas y protectinas; su cuantificacion se ha hecho por cromatografia
liquida, pero el costo de los estandares que se requieren para este procedimiento hace poco
factible su utilizacién. Nosotros proponemaos, entonces, la medicién de los efectos de las lipoxinas,
resolvinas y protectinas en el sitio de la lesion. En presencia de estas moléculas, el patron
histol6gico muestra un infiltrado de macréfagos, que expresan marcadores caracteristicos (FIZZ1,
Ym1, BIG-H3, CD163, receptor de IL-4 y receptor de manosa), y producen fibronectina. Ademas,
en presencia de lipoxinas, resolvinas y protectinas, la concentracion de citocinas proinflamatorias,

como IL-6 e IL-8, disminuye.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Podran la administracion de acidos grasos w3-poli-insaturados y de acido acetilsalicilico
ser Utiles en el tratamiento de las fistulas enterocutaneas basados en su capacidad para la

resolucion de la inflamacion y la transicion hacia las etapas posteriores de reparacion de

tejido?
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V. HIPOTESIS.

Hipotesis General.

La evolucion clinica, el patrdn histoldgico y la expresion molecular de los pacientes portadores de

fistulas del tracto digestivo que reciban tratamiento médico con acidos grasos w3-poli-insaturados

y/o acido acetilsalicilico, tendran mejor evolucion que los pacientes portadores de fistulas del tracto

gastrointestinal que reciban el tratamiento médico convencional.

Hipotesis particulares.

El gasto diario de la(s) fistula(s) de los pacientes tratados con acidos grasos w3-poli-
insaturados y/o con acido acetilsalicilico tratados durante cinco semanas, serd menor que
el gasto diario de aquellos sometidos a tratamiento médico convencional.

El tiempo de cierre de la(s) fistula(s) entre los pacientes tratados con acidos grasos w3-
poli-insaturados y/o con acido acetilsalicilico durante cinco semanas, serd menor que el
tiempo de cierre en aquellos pacientes tratados convencionalmente.

El tamafio del defecto de la pared abdominal en los pacientes con fistula(s)
gastrointestinal(es), tratados durante cinco semanas con acidos grasos w3-poli-insaturados
y/lo con acido acetilsalicilico, serd& menor que el tamafio del defecto de pared de los
pacientes con tratamiento convencional.

El didmetro de la(s) fistula(s) de los pacientes tratados durante cinco semanas con acidos
grasos w3-poli-insaturados y/o con acido acetilsalicilico, serd menor que el didmetro de los
pacientes sometidos a tratamiento convencional.

Los pacientes portadores de fistulas gastrointestinales tratados en forma convencional,
presentardn concentraciones séricas de IL-6 superiores a las que presentan los pacientes
sometidos a tratamiento con &cidos grasos w3-poli-insaturados y/o con acido
acetilsalicilico.

Los pacientes portadores de fistulas gastrointestinales tratados en forma convencional,

presentardn concentraciones séricas de IL-8 superiores a las que presentan los pacientes
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sometidos a tratamiento con acidos grasos w3-poli-insaturados y/o con Aacido
acetilsalicilico.

El patron histolégico del tejido de la fistula de los pacientes tratados con acidos grasos w3-
poli-insaturados y/o acido acetilsalicilico sera diferente que el de los pacientes que reciban
tratamiento convencional, predominando en los primeros el infiltrado de macro6fagos.

La expresiéon de los marcadores de macréfagos M2 o activados alternativamente (CD163,
receptor de IL-4 y receptor de manosa) sera mayor en los macrofagos de los tejidos de la
fistula en los pacientes tratados con &acidos grasos w3-poli-insaturados y/o acido
acetilsalicilico, que en los macréfagos de los pacientes que reciban tratamiento
convencional.

La expresién (por RT-PCR) de los genes de FIZZ1, Ym1, fibronectina y BIG-H3 en el tejido
de la fistula de los pacientes tratados con &cidos grasos w3-poli-insaturados y/o acido

acetilsalicilico, sera mayor que en los pacientes que reciban tratamiento convencional.
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VI. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Comparar la evolucion clinica, el patron histologico y la expresidon molecular de los pacientes
portadores de fistulas persistentes del tracto digestivo que reciban tratamiento con acidos grasos
w3-poli-insaturados y/o acido acetilsalicilico, con los pacientes portadores de fistulas del tracto

gastrointestinal que reciban el tratamiento médico convencional.

Objetivos particulares.

- Comparar el gasto diario de la(s) fistula(s) de los pacientes tratados con acidos grasos w3-
poli-insaturados y/o con &cido acetilsalicilico, con el gasto de aquellos sometidos a
tratamiento médico convencional, durante cinco semanas.

- Comparar el tiempo de cierre de la(s) fistula(s) entre los pacientes tratados con acidos
grasos w3-poli-insaturados y/o con acido acetilsalicilico, con el tiempo de cierre en aquellos
pacientes tratados convencionalmente, durante cinco semanas.

- Comparar el tamafio del defecto de la pared abdominal en los pacientes con fistula(s)
gastrointestinal(es), tratados durante cinco semanas con acidos grasos w3-poli-insaturados
y/lo con &cido acetilsalicilico, con el tamafio del defecto de pared de los pacientes con
tratamiento convencional.

- Comparar el didmetro de la(s) fistula(s) entre los pacientes tratados durante cinco semanas
con acidos grasos w3-poli-insaturados y/o con acido acetilsalicilico, con el diametro de los
pacientes sometidos a tratamiento convencional.

- Comparar el patréon histoldgico del tejido de la fistula de los pacientes tratados con acidos
grasos w3-poli-insaturados y/o con &cido acetilsalicilico, con el de los pacientes que
reciban tratamiento convencional.

- Determinar las concentraciones séricas de IL-6 e IL-8 en los pacientes tratados con acidos
grasos w3-poli-insaturados y/o con &cido acetilsalicilico, y compararlos con los niveles de

los pacientes que reciben tratamiento convencional.
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- Medir y comparar la expresién de los marcadores de macrofagos M2 o activados
alternativamente (CD163, receptor de IL-4 y receptor de manosa) en los macrofagos del
tejido de la fistula de los pacientes tratados con &acidos grasos w3-poli-insaturados y/o
acido acetilsalicilico, con la expresién de estas moléculas en los macréfagos de los
pacientes que reciban tratamiento convencional.

- Medir y comparar por RT-PCR la expresion de los genes de FIZZ1, Ym1, fibronectina y
BIG-H3 de biopsias del tejido de la fistula de los pacientes tratados con &cidos grasos w3-
poli-insaturados y/o &cido acetilsalicilico, con la expresion de estos genes en pacientes que

reciban tratamiento convencional.

*Qbjetivo especifico de esta Tesis

Sentar las bases para este estudio prospectivo a dos afios determinando la evolucién clinica y
caracteristicas histopatolégicas del grupo control (pacientes con fistula enterocutanea que

recibieron tratamiento convencional).
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VIl. MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

1. Disefio del estudio.
Estudio de cohorte (prospectivo, longitudinal, comparativo, con disefio factorial).

2. Universo de trabajo.
Quedara constituido por pacientes portadores de fistula(s) gastrointestinal(es) internados en el
servicio de Gastrocirugia del HE CMN SXXI. Los pacientes portadores de fistula(s)
gastrointestinal(es) se dividiran en cuatro grupos:

- Grupo A (control con tratamiento convencional) recibird el tratamiento estandar con
nutricion parenteral total mas somatostatina

- Grupo B recibira tratamiento estdndar con nutricion parenteral total mas somatostatina y
acido acetilsalicilico

- Grupo C recibira tratamiento estdndar con nutricion parenteral total mas somatostatina y
acidos grasos w3-poli-insaturados

- Grupo D recibria tratamiento estandar con nutricion parenteral total mas somatostatina,
acido acetilsalicilico y acidos grasos w3-poli-insaturados.
De esta manera, se podra discernir el posible efecto aditivo o sinérgico del 4cido acetilsalicilico y
los acidos grasos w3-poli-insaturados; asi mismo, por ética, no se puede tener un grupo placebo.

3. Descripcion de las variables segin la metodologia.
Las variables seran medidas por dos observadores que no conoceran el tratamiento de cada
paciente.

a. Variables dependientes:

- Gasto diario de la(s) fistula(s)

- Tiempo de cierre de la(s) fistula(s)

- Tamafio del defecto de la pared abdominal en los pacientes con fistula(s)

gastrointestinal(es)
- Didmetro de la(s) fistula(s)

- Patrén histolégico del tejido de la fistula
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- Concentraciones séricas de IL-6 e IL-8

- Expresién de los marcadores de macréfagos M2 o activados alternativamente: CD163,
receptor de IL-4 y receptor de manosa

- Expresiéon por RT-PCR la de los genes de FIZZ1, Ym1, fibronectina y BIG-H3

- Infeccion (Sepsis)

- Falla Organica mdltiple

- Muerte

b. Variables independientes:

- Tratamiento con acidos grasos w3-poli-insaturados

- Tratamiento con acido acetilsalicilico

c. Variables demogréficas:

- Edad

- Sexo

- Indice de Masa Corporal

- Co-morbilidad previa

+ Definicién operacional de variables.

Variables Dependientes:

- Gasto diario de la(s) fistula(s). Se entiende por gasto a la cantidad de liquido
gastrointestinal que sale por el orificio intestinal en un lapso de 24 h. Se divide en tres tipos:
Gasto bajo (menos de 250 ml por dia), Gasto medio (entre 250 ml y 500 ml por dia), y
Gasto alto (mayor de 500 ml por dia). Se medird diariamente durante el periodo de
observacion (cinco semanas después del ingreso) o hasta el cierre de la fistula, si ocurre
antes de cinco semanas.

- Tiempo de cierre de la(s) fistula(s). Periodo comprendido entre el momento de la formacién
de la fistula, demostrado clinicamente por la salida del liquido gastrointestinal (y por
estudios radioldgicos en su caso), hasta el cierre de la misma (momento en el que deja de

gastar liquido gastrointestinal).
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Tamafio del defecto de la pared abdominal en los pacientes con fistula(s)
gastrointestinal(es). En los pacientes con mdltiples intervenciones quirurgicas en los que se
deja abierta la piel, puede presentarse retraccién del tejido y por tanto la formacion de un
defecto que se medira en centimetros. Se medird diariamente durante el periodo de
observacion (cinco semanas después del ingreso) o hasta el cierre de la fistula, si ocurre
antes de cinco semanas.

Diametro de la(s) fistula(s). En algunos pacientes en los que es posible la observacion de la
mucosa intestinal, también es factible medir el diametro del defecto de pared
gastrointestinal, expresado en milimetros. Se medira diariamente durante el periodo de
observacion (cinco semanas después del ingreso) o hasta el cierre de la fistula, si ocurre
antes de cinco semanas.

Patron histolégico del tejido de la fistula. Los cortes histoldgicos obtenidos a partir de las
biopsias del tejido fistular se estudiardn por microscopia de luz, y el patron histolégico se
determinara de acuerdo a la clasificacién propuesta por los médicos anatomopatélogos del
servicio de Patologia del HE CMN SXXI (Anexo 1). Se tomara una biopsia del tejido fistular
al ingreso del paciente, y una segunda biopsia a las cinco semanas, si la fistula esta
todavia presente.

Concentraciones séricas de IL-6 e IL-8. Son proteinas que se liberan tras la estimulacién de
receptores del sistema inmune innato, y son de las principales orquestadoras de la
respuesta inflamatoria a nivel local y sistémico. Se determinan en suero por el método de
ELISA y se miden en picogramos por mililitro. Se tomara una muestra de sangre al ingreso
del paciente, y después se tomara una muestra cada ocho dias, hasta completar las cinco
semanas.

Expresion de los marcadores de macréfagos M2 o activados alternativamente (CD163,
receptor de IL-4 y receptor de manosa). Son moléculas expresadas en la membrana celular
de macrofagos que participian en la reparacién del tejido, y su nivel de expresién se

determinard por inmunohistoquimica en los cortes histolégicos de las biopsias del tejido
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fistular. Se tomara una biopsia del tejido fistular al ingreso del paciente, y una segunda
biopsia a las cinco semanas, si la fistula esta todavia presente.

-  Expresién por RT-PCR la de los genes de FIZZ1, Yml, fibronectina y BIG-H3. Son
moléculas expresadas por macréfagos que participian en la reparacion del tejido, y su nivel
de expresibn se determinard por reaccion en cadena de la polimerasa con
retrotranscripcion (RT-PCR) a partir del RNA extraido de las biopsias del tejido fistular. Se
tomara una biopsia del tejido fistular al ingreso del paciente, y una segunda biopsia a las
cinco semanas, si la fistula esta todavia presente.

- Sepsis. Se define como el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica mas la
demostracion de la presencia de algun agente infeccioso, de acuerdo a las definiciones
proporcionadas por el ultimo consenso. Segun el American College of Chest Physicians y la
Society of Crtitical Care Medicine, el SIRS se diagnostica cuando se reinen dos o0 mas de
las siguientes criterios: temperatura >38°C o <36°C; frecuencia cardiaca >90 latidos/min;
frecuencia respiratoria >20/min y valores de leucocitos >12000/mm?, <4000/mm?® o >10%
de bandas. Se documentard la presencia de sepsis durante el periodo de observacion
(cinco semanas después del ingreso).

- Falla organica multiple. es la presencia de dos o0 mas érganos que presentan alteracion en
su funcion de acuerdo a los criterios establecidos (Anexo 2). Se documentard la presencia
de falla organica multimple durante el periodo de observacién (cinco semanas después del
ingreso).

- Muerte. Se documentard si la muerte del paciente ocurre durante el periodo de observacién
(cinco semanas después del ingreso).

Variables independientes.

- Tratamiento con acidos grasos w3-poli-insaturados. Se refiere a la administracion de una

capsula de Mega Epa 1000/0Omega 3 180 Gels (GNC), que contiene acidos grasos w3-poli-
insaturados eicosapentaenoico (1080 mg) y docosahexaenoico (720 mg), por via oral una vez

cada 8 h, durante cinco semanas.
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- Tratamiento con acido acetilsalicilico. Se refiere a la administracién de 300 mg de acido
acetilsalicilico (Producto genérico intercambiable del IMSS) por via oral, una vez al dia, durante
cinco semanas. .

Variables demograficas.

- Edad. Se expresa en afios en una escala cuantitativa discreta.

- Sexo. Se expresa en una escala cualitativa nominal (masculino, femenino).

- indice de Masa Corporal (IMC). Es el indice que resulta de dividir el peso en kilogramos
entre la talla en metros elevada al cuadrado en cada paciente.

- Co-morbilidad previa. Se refiere a la presencia de alguna patologia previa al momento de la

inclusién del paciente: diabetes mellitus, hipertension arterial sistémica, cardiopatia, etc.

4. Seleccion de la muestra
Se incluirdn mediante muestreo no probabilistico de casos consecutivos todos los pacientes con
diagnéstico de fistula(s) gastrointestinal(es) que retnan los criterios de inclusion.
a. Tamafo de la muestra.
Se incluirdn a todos los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion, que ingresen al
servicio de Gastrocirugia del HE CMN SXXI durante el periodo de duracion del estudio (dos afios).
El poder estadistico del estudio se calculara al final del mismo, en base al niumero de pacientes
incluidos y a la magnitud de las diferencias en la proporcidon de pacientes que cierran la fistula, y
en los tiempos promedio de cierre de fistula, de cada grupo (B, C, D) contra el grupo control (A).
b. Criterios de seleccion:
l. Criterios de inclusién: se incluiran los pacientes que cumplan las siguientes
caracteristicas:
e Pacientes portadores de fistula(s) gastrointestinal(es).
e Pacientes que firmen la carta de consentimiento informado (Anexo 3), en la que se
especifica que la inclusion al protocolo es de forma voluntaria y que el tratamiento que se

ofrece podria incrementar la probabilidad de éxito en la resolucién de su problema.
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Il. Criterios de no-inclusion:

e Pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), o con el virus de la
hepatitis B o C.

e Tratamiento con inmunosupresores.

e Patologia autoinmune subyacente (enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa crénica
idiopética, diatesis hemorrégica, Ulceras gastricas o intestinales, evidencia de sangrado de
tubo digestivo o enteritis por anti-inflamatorios no esteroideos o radiacion)

e Quimioterapia en curso por enfermedad neoplésica subyacente.

e Pacientes que rehlsen a participar en el estudio.

e Menores de 18 afios, mujeres embarazadas y mayores de 90 afios de edad.

e Pacientes que no puedan ingerir los medicamentos propuestos
M. Criterios de exclusion:

e Pacientes que desean ser egresados del proyecto.

e Pacientes cuyos datos clinicos se encuentren incompletos.

¢ Muestras de sangre no Optimas para su procesamiento.

e Muestras de sangre que tengan problemas técnicos para su procesamiento.

e Pacientes que presenten un efecto adverso asociado a la administraciéon de acido

acetilsalicilico.

5. Procedimiento General.
A los pacientes portadores de fistula(s) gastrointestinal(es) que ingresen al servicio Gastrocirugia,
que acepten participar en el estudio y cumplan con los criterios de inclusion, se les realizara el
siguiente protocolo: estabilizacion del paciente e hidratacion en los casos que asi se requiera. Se
evaluard el estado nutricional por estudios de laboratorio y el sitio de la fistula a través de
radiologia. Ademas de lo anterior, a todos los pacientes se les tomard una biopsia con pinza
endoscopica del tejido fistular. El fragmento sera enviado al servicio de Patologia para su analisis a

través de microscopia de luz e inmunohistoquimica; parte de la biopsia serd procesada por la
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UIMIq para la realizacion de la RT-PCR. Una vez estabilizado el paciente, estudiado
nutricionalmente y establecido el tipo de fistula, se asignara al grupo (A, B, C o D) que le
corresponde segun el muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

El manejo general de los pacientes, independientemente del grupo que se trate, consiste en
el aporte hidrico correspondiente, la administracion de somatostatina subcutanea y de la nutricion
parenteral total a través de la instalacién de un catéter central. Esta Ultima se ajustara de acuerdo
a los requerimientos de cada paciente y sera formulada por los médicos adscritos al servicio de
Nutricién Parenteral. La intervencién terapéutica se realizara con 300 mg de acido acetilsalicilico
por via oral cada 24 horas y/o una capsula de &cidos grasos w3-poli-insaturados de la casa
comercial GNC, gue contiene &cidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico, por via oral cada 8
h, durante cinco semanas.

El manejo inicial y subsecuente de cada paciente estara a cargo del propio servicio de
Gastrocirugia. Se seguira la evolucién de cada paciente, desde su ingreso hasta su egreso. La
toma de muestras sanguineas para la cuantificacién de citocinas séricas se hara en el momento
del ingreso y posteriormente cada 8 dias hasta que se completen cinco semanas. La toma de
biopsias sera al ingreso y a la quinta semana, en caso de que la fistula no haya cerrado en ese
lapso de tiempo. El seguimiento clinico se registrara en las hojas de recoleccion de datos (Ver
Anexo 4, Hoja de Recoleccién de datos), que seran llenadas por los residentes de Gastrocirugia.
Cada hoja tendra el registro de los datos demogréficos, los antecedentes patoldgicos, los
diagnésticos, los datos de laboratorio y de gabinete, y los procedimientos quirargicos e
intervencionistas. Los pacientes se clasificaran con la escala de APACHEIl y SOFA para evaluar
severidad y falla multiorganica, respectivamente (Ver Anexo 2 y 5, Escalas de APACHEIl y SOFA),
cuando asi lo ameriten. Las cirugias seran registradas en las hojas de recoleccién de datos, con
los hallazgos correspondientes a cada uno de los procedimientos, sus indicaciones vy
procedimientos realizados. Asi mismo, procedimientos como la instalacion de catéteres para via
central, determinaciones hemodindmicas, hemodialisis, transfusiones, tomas de cultivos, etc.,
también seran registrados en las hojas de recoleccion de datos, con las fechas correspondientes

de todos ellos. Como el punto final del estudio es el cierre de la fistula, si esto sucede antes de las
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cinco semanas, el estudio de ese paciente finalizara en ese momento. Sin embargo, en aquellos
pacientes que todavia presenten la fistula al cabo de las cinco semanas, se tomara una segunda
biopsia del tejido fistular.

- Toma de muestras de sangre.
Para la obtencion de la muestra de sangre de pacientes que no cuenten con catéter central, se
tomara la muestra por punciéon bajo el siguiente protocolo: asepsia de la regién con torundas
alcoholadas, aplicaciébn de un torniquete con tubo de latex en el tercio distal del brazo
seleccionado, puncion con aguja Vacutainer 0.8 x 38 mm en la vena mediana preferentemente y
obtencién de 6 ml de sangre por presion negativa, en un tubo sin anticoagulante (6 ml). Para
aquellos que cuenten con catéter central, se hard asepsia del conector del catéter, extraccién de 6
ml de sangre y posteriormente lavado de catéter con 10 ml de solucién salina. En los casos en los
que el catéter central se encuentre cerrado, se heparinizard con 0.5 ml de heparina de 1000
unidades en una dilucién 1:10 con solucidn fisioldgica.

- Determinacion de citocinas séricas.
Tres mililitros de sangre del tubo sin anticoagulante seran centrifugados a 2500 rpm durante 10
minutos a 8 grados centigrados. Se extraera el suero con pipetas de precision y puntas
desechables. Se haran alicuotas de 250 ul en tubos Eppendorf de 0.5 ml y posteriormente se
congelaran a -20°C para su posterior analisis.

Se llevaréd a cabo el método de ELISA para la deteccion IL-6 e IL-8, con los sistemas de
OptEIA™ (Pharmingen). El procedimiento en general se explica a continuacién. Se utilizaran placas
de 96 pozos y se cubriran con 50ul de anticuerpo de captura diluido en solucién reguladora (la
concentracion dependera de la citocina, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante). Se
incubaran toda la noche a 4°C y al dia siguiente se lavaran 3 veces con solucion reguladora de
lavado. Los pozos seran cubiertos con 200 ul de solucion reguladora de blogueo, permaneceran
una hora a temperatura ambiente y se lavaran 3 veces con solucion reguladora de lavado. Se
prepararan diluciones seriadas del estandar de acuerdo al inserto de la citocina correspondiente y

por duplicado se colocaran 100 pl de cada concentracion estandar y 100 ul por duplicado de cada
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muestra y controles. Las placas permaneceran dos horas a temperatura ambiente y se lavaran
cinco veces con solucion reguladora de lavado. Se afiadiran 100 ul de solucién de deteccion a
cada pozo y se dejard durante una hora a temperatura ambiente. Se lavara siete veces con
solucién reguladora de lavado, se afiadirdn 100 pl de solucién sustrato (tetrametilbenzidina més
peréxido de hidrogeno) a cada pozo y se incubard por 30 minutos a temperatura ambiente,
protegido de la luz. Se afiadiran 50 pl de solucién de paro (acido sulfarico 2 N) y 30 minutos
después se leera la absorbancia a 450 nm.

- Toma de la biopsia.
Se tomara la biopsia antes del tratamiento y cinco semanas después, en caso de que la biopsia no
haya cerrado durante este lapso de tiempo. El tejido se colocara en un contenedor estandar para
tejidos, se insertara en un contenedor con PAXgene Tissue Fix durante 2 a 4 horas para fijar el
tejido, se incubard durante dos horas en PAXgene Tissue Stabilizer, se fijara en parafina y se
procesard para inmunohistoquimica o RT-PCR. Los reactivos utilizados seran de la marca
PreAnalytiX, (Hombrechtikon, Suiza) de QIAGEN.

- Inmunohistoquimica.
Con el apoyo del servicio de Patologia, se realizarA el andlisis histopatolégico y la
inmunohistoquimica de los cortes histoldgicos obtenidos de las biopsias. Se realizara tincién con
hematoxilina-eosina para determinar el patrén histolégico, y para la inmunohistoquimica se
utilizaran los anticuerpos anti-CD163 (Cat. 556017), anti-IL4R (cadena a, Cat. 552472), ambos de
BD Pharmingen, y anti-CD206 (receptor de manosa, Cat. HPA004114), de Atlas Antibodies.

- RT-PCR.
Se aislara el RNA del tejido de biopsia mediante el kit PAXgene Tissue RNA. La solucion de RNA
se guardard a -70°C hasta que se realice la sintesis del cDNA. El cDNA se sintetizara con la
RNasa-transcriptasa inversa SuperScript || (Promega). Para cada muestra, se mezclara 1 pg de
RNA con 1 pl de iniciador oligo-dT (12159 500 pl/ml (Invitro Gen), 1 pl de desoxirribonucleétidos
trifosfato 10 mM (Promega) y el volumen de agua nanopura requerido para completar 12 ul. Se
incubara a 65°C durante 5 min y se adicionaran 5 pl de solucién reguladora 5x (Promega), 2 ul de

ditiotreitol 0.1 M (Promega) y 1 ul de agua nanopura. Se incubardn a 42°C durante 2 min y se
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adicionaran 200 U de la transcriptasa inversa SuperScript Il (Promega). Finalmente, se incubara a
42°C durante 50 min y a 70°C durante 15 min, y el cDNA se cuantificara por su absorbencia a 260
nm en un espectrofotdmetro DU 640 (Beckman Coulter). Para la amplificacion del gen constitutivo
B-actina, la mezcla de reaccion incluird 2.5 pl de solucién reguladora libre de magnesio 10X
(Promega), 0.16 mM de desoxirribonucleétidos trifosfato, 0.4 mM de MgCl,, 0.4 uM de cada
iniciador (5'-GTG GGG CGC CCC AGG CAC CA-3'y 5'-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT TTC-
3%, 5 ug de cDNA y 1.25 U de Taq polimerasa (Promega), en un volumen total de 30 pl. La
reaccién se llevara a cabo en 32 ciclos de 94°C/75 seg, 55°C/75 seg y 72°C/2 min; en el primer
ciclo la desnaturalizacién durard 5 min, y en el dltimo ciclo, la polimerizacion sera de 10 min. Para
amplificar las secuencias de interés se utilizaran los siguientes iniciadores: FIZZ1 ( 5-TCC CAG
TGA ATA CTG ATG AGA-3' y 5-CCA CTC TGG ATC TCC CAA GA-3); Ym1 (5-GGG CAT ACC
TTT ATC CTG AG-3'y 5-CCA CTG AAG TCA TCC ATG TC-3"), que ya se encuentran reportados
en la literatura (Raes et al., 2002). Para amplificar las secuencias de BIG-H3 vy fibronectina, se
realizara el disefio de los iniciadores correspondientes. En todos los casos, se estandarizaran las
condiciones éptimas de reaccion. El nivel de expresion de los genes se determinara en relacién al

nivel de expresion de B-actina.

6. Andlisis estadistico
Se disefiard y elaborard una base de datos especifica para este estudio en el programa estadistico
SPSS v. 11.0. Se realizara la descripcién de las variables mediante medidas de resumen;
posteriormente se realizara analisis de homogeneidad entre grupos respecto a las variables
demograficas, posteriormente se realizara analisis inferencial mediante Ji Cuadrada para mas de
dos grupos independientes y ANOVA, asi como pruebas post hoc. También se valorara la utilidad
de realizar un andlisis actuarial acorde al desenlace de dias que transcurran para el cierre de la

fistula o0 a los dias que transcurran para estar en condiciones de cirugia de cierre.
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VIIl. ASPECTOS ETICOS.

Para la realizacion del presente protocolo se solicitard la aprobacion por el Comité
Nacional y Local de Investigacion Cientifica del IMSS. Se considera que los sujetos
sometidos a este estudio tendrdn un riesgo mayor al minimo, por lo que se solicitara la
firma de una carta de consentimiento informado antes de iniciar el estudio (Anexo 3, Carta
de Consentimiento informado).

Los procedimientos propuestos estan de acuerdo con las normas éticas, el Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigaciéon para la Salud y con la declaracién de
Helsinki de 1975 y sus enmiendas, asi como los cddigos y normas internacionales
vigentes para las buenas précticas en la investigacion clinica. Ademas de lo anterior, se
respetaran cabalmente los principios contenidos en el Cdédigo de Nuremberg, la
Declaracion de Helsinki y sus enmiendas, el Informe Belmont, el Codigo de Reglamentos

Federales de Estados Unidos.

30



IX. RECURSOS Y FACTIBILIDAD.

Recursos humanos: el investigador responsable, los investigadores asociados, los
colaboradores y los estudiantes que participan en este proyecto tienen experiencia con las
estrategias experimentales que se emplearan, asi como con el manejo de muestras de
pacientes y con la coordinacion y colaboracidn que se requiere con el personal médico de

este hospital.

Recursos fisicos y materiales: la UIMIg y el servicio de Patologia cuentan con los
equipos que se requieren para la realizacion de este proyecto. Se solicitara financiamiento

al CONACYT para la compra de los reactivos y consumibles que se necesitan.

Factibilidad: este proyecto es factible de realizar debido a los recursos humanos, fisicos y

materiales con que se cuentan, a la experiencia en investigacion de este grupo y al acceso

gue se tiene a los pacientes que ingresan a este hospital.
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X. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

~ 2009 2010 2011
ANo
Trimestre |y \5 |3 |4l1|2|3|4|1]|2]|3]4
Estandarizacién de técnicas X[ X|X|X

Captura de pacientes, administracion de acidos grasos w3-
poli-insaturados y &cido acetilsalicilico o tratamiento
médico convencional, seguimiento clinico y toma de

muestras.

Analisis de los cortes histolégicos X | X[ X[ X|X|X|X]|X]|X
Medicion de citocinas en suero X
Medicién de expresién genética por RT-PCR X
Andlisis de datos y escritura de articulo X
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XI. RESULTADOS PRELIMINARES

Con el objetivo de instaurar el grupo control, se recabaron datos desde enero de 1995 hasta julio

del 2009 de los registros clinicos de la UMAE Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda

Gutierrez” del Centro Médico Nacional Siglo XXl en la Ciudad de México, obteniendo el registro de

273 pacientes con fistula enterocutanea, de los cuales 160 fueron sometidos a tratamiento

quirdrgico a lo largo de casi 15 afios, con una tasa de éxito del 84.4% (135 pacientes), siendo

estos Ultimos nuestro grupo base,

Presentaban una edad promedio de 45 afios (en un rango entre 16 y 83 afios). La patologia y

cirugia inicial que propiciaron las fistulas se describen a continuaciéon (Tabla 1):

Tabla 1. Patologia y Cirugia precedentes

Patologia inicial NUm Cirugia inicial NUm
Apendicitis complicada 21 Reseccion de intestino delgado 28
Obstruccion de intestino delgado 19 Laparatomia exploradora 26
Trauma 18 Hemicolectomia 22
Enfermedad diverticular complicada 11 Cierre primario de perforaciéon 12
Colelitiasis 9 Apendicectomia 9
Herida por arma de fuego 8 Plastia de pared
Herida contusa 8 Gastrectomia 5
Ulcera péptica perforada 8 Colecistectomia 5
Hernia Incicional 8 Otros (<4 procedimientos) 20

Otros (<4 casos) 25

Las caracteristicas de estos pacientes se desglosan a continuacién (Tabla 2):



Tabla 2. Variables dependientes 1995-2009

Variable Num % Variable Num %

Género Operacion Inicial

Masculino 81 60 Urgente 81 60

Femenino 54 40 Electiva 54 40
Gasto Procedencia

Alto 47 34.9 Otro hospital 103 76.3

Bajo 88 65.1 H. Especialidades 32 237
Origen

Esdéfago 1 0.74 Sépsis

Estdbmago 6 4.4 Si 60 445

Duodeno 14 10.37 No 75 55.5

Yeyuno 41 30.3

lleon 35 25.9

Colon 38 28.1
Tracto fistuloso Desnutricion

Simple 122 90.4 Si 68 504

Complejo 13 9.6 No 67 49.6
Numero de fistulas Desequilibrio electrolitico

Simples 112 829 Si 53 39.2

Multiples 23 17.1 No 82 60.8

El manejo inicial de todos los pacientes se basé en el esquema de 4 fases propuesto por Chapmna
y Sheldon. Un total de 121 pacientes (89.6%) recibié apoyo nutricional por una media de 30 dias
(rango entre 1 y 350 dias), incluyendo nutricion enteral en 23 pacientes (17%), nutricion parenteral
total NPT en 70 pacientes (51.8%) y combinada en 28 pacientes (20.7%). Con excepcion de los
casos de fistulas de bajo gasto o distales, todos iniciaron con NPT. Las indicaciones de este
manejo fueron el alto gasto, fistulas proximales y la intolerancia a la dieta enteral.

En casos selectos como fistulas multiples o en heridas dehiscentes con drenaje fistuloso (33
pacientes, 24.4%) se empleo el sistema de succion, que consiste en colocar un anillo de karaya
protector de la herida y sellarla con plastico permitiendo la entrada de dos tubos de nelaton, uno
gue se conecta a la succion para aspirar el fluido de la fistula, y otro que permite la entrada de aire
para evitar que se colapse el sistema. Se utilizo el sistema especializado vacumm-asisted-closure

VAC que funciona de manera similar al anterior, en 10 pacientes (7.4%) En el resto de los
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pacientes se emplearon medidas de proteccion de la herida y recoleccion del fluido de la fistula
con bolsas para estomas.

El uso de antibiéticos en estos pacientes fue variado, el esquema inicial fue usualmente una
cefalosporina de tercera generacion o una quinolona junto a un agente anaerobio como
metronidazol o clindamicina. De acuerdo a la evolucion clinica o el resultado de los cultivos el
tratamiento fue modificado .El empleo de un carbapenem como el Imipenem fue reservado como
agente de segunda linea. Los antimicéticos fueron agregados cuando fueron requeridos.

Las indicaciones para el tratamiento quirlrgico de estos pacientes fueron: persistencia de la fistula
en ausencia de sepsis en 56 (34.8%), control del sitio de origen 45 {27.9%), mucosa evertida en
37 (22.9%), obstruccion distal en 15 (9.3%) y otras causas en 7 (4.3%), logrando el cierre exitoso
en 135 pacientes (84.4%) de los 160 totales.

El tiempo transcurrido entre el diagnostico y el manejo quirdrgico de la fistula es variable,
dependiendo del estado clinico, en la tabla 3 se expone el tiempo transcurrido de acuerdo a su

localizacién en esta serie de casos.

Tabla 3. Tiempo promedio entre diagndstico y cirugia

SITIO DE ORIGEN Diagnéstico-Cirugia (dias)
Esofago 20
Estdbmago 25 (10-40)
Duodeno 22 (2-60)
Yeyuno 27 (1-150)
lleon 25 (1-180)
Colon 38 (1-730)

En el andlisis univariable resultan la localizacién yeyunal, el alto gasto y su caracteristica multiple,
como factores indicativos del manejo quirdrgico. En el analisis multivariable solamente el alto gasto
y su caracteristica multiple demuestran diferencia estadistica, con una odds ratio de 2.5y 3 veces

a su contraparte de bajo gasto y simples respectivamente (tabla 4).
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Tabla 4. Analisis univariable y multivariable

# px que Analisis Analisis multivariable
Factor requieren univariable
cirugia/Total Valor de p OR (95 1C) Valor de p
Alto gasto
Si 69/89 (77%) 0.001 2.630 (1.232-5.613) 0.012
No 91/184 (49%)
Fistula yeyunal
Si 56/75 (75%) 0.007 1.902 (0.858-4.216) 0.114
No 104/198 (52%)
Multiples fistulas
Si 41/51 (81%) 0.004 3.116 (1.171-8.290) 0.023
No 119/222 (54%)

El plan quirargico consistio en reseccion de la fistula y anastomosis intestinal, se realiz6 reseccion
intestinal o coldnica de la fistula y anstomosis primaria en 99 pacientes (61.8%), fistulectomia con
enterostomia proximal o colostomia en 26 pacientes (16%), drenaje de absceso en 19 pacientes
(11.8%), y cierre primario en 16 pacientes (10%).

Se logro el cierre exitoso en 91 de los 99 pacientes con fistulectomia y anstomosis primaria (92%),
en 22 de los 26 con fistulectomia con enterostomia o colostomia (84.6%), en 11 de los 16 de cierre

primario (68.7%), y en 11 de los 19 de drenaje de absceso (57.8%)

Por politicas hospitalarias solamente se cont6 con las muestras histopatologicas de los altimos 5
afios, desde enero del 2005 hasta julio del 2009 ya que las previas se depuraron. En este periodo
se incluyeron 49 pacientes del grupo base, quienes seran nuestro grupo control, el Grupo A, los

cuales presentan el sisguiente patrén de distribucién (Tabla 5):
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Tabla 5. Variables dependientes 2005-2009

Variable Num % Variable Num %

Género Operacion Inicial

Masculino 28 57.1 Urgente 24 49

Femenino 21 42.9 Electiva 25 51
Gasto Procedencia

Alto 16 32.7 Otro hospital 37 755

Bajo 33 67.3 H. Especialidades 12 245
Origen

Eso6fago 0 0 Sépsis

Estdbmago 4.08 Si 21 429

Duodeno 5 10.2 No 28 571

Yeyuno 14 28.5

lleon 13 26.5

Colon 15 30.6
Tracto fistuloso Desnutricion

Simple 45 91.8 Si 22 449

Complejo 4 8.2 No 27 55.1
Numero de fistulas Desequilibrio electrolitico

Simples 40 81.6 Si 19 387

Multiples 9 18.4 No 30 613
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En estos 49 pacientes, la prevalencia del patrén histolégico es la siguiente (Tabla 6):

Tabla 6. Reporte histopatol6gico 2005-2009

Variable # (%) Modo Variable # (%) Modo
Infiltrado Edema 20 (40.8) Sin
Neutrofilos 29 (59.2) Leve 15 (30.6) Submuc
10 (20.4) Intenso leve
5(10.2) Moderado 14 (28.6) Submuc
5(10.2) Sin mderada
Fibrosis
Macrofagos 24 (48.9) Leve Bibroblastos 34 (69.4) Leve
15 (30.6) Sin Activos 15 (30.6) Moderado
10 (20.4) Moderado
Colagena 34 (69.4) Moderada
10 (20.4) Leve
5(10.2) Sin
Linfocitos 39 (79.5) Leve Proliferacion 25 (51) Leve
10 (20.4) Moderado Vascular 15 (30.6) Moderad
sistémica 9 (18.4) Intensa
Cels plasmaticas 29 (59.2) Moderado
10( 20.4) Leve Cambios en la
10 (20.4) Sin pared, 40 (81.6) Sin
Hipertrofia 5(10.2) Moderad
Eosinofilos 25 (51) Leve 4 (8.2) Intenso
15 (30.6) Sin
9 (18.4) Moderado Hialinizacion 49 (100) Sin
Granulomas 49 (100) Sin Necrosis 34 (69.4) Sin
15 (30.6) Leve
Extension 24 (49) Leveen Cambios
inflamacion todas epitelios
15 (30.6) Leve en Regeneracion 15 (30.6) Moderad
mucosa Atrofia 10 (20.4) Leve
5(10.2) Moderado Cronicidad 10 (20.4) Leve
en todas 14 (28.6) Sin
5(10.2) Leve
submucosa

38



Finalmente un total de 12 pacientes sometidos a cirugia fallecieron (7.5%), estando relacionadas a
sepsis, desnutricion, desequilibrio hidroelectrolitico, origen yeyunal, alto gasto, tracto fistuloso
complejo y mdltiples fistulas en el analisis univariable,

En el andlisis multivariable solamente la localizacién yeyunal (p 0.029), las fistulas mdultiples (p

0.012) y sepsis (p 0.012) muestran diferencias estadisticas.
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XIl. DISCUSION
La incidencia, prevalencia y tipos de casos y localizacién de las fistulas que se presentan en
nuestra Unidad no difieren a los reportados en la Literatura Mundial, por lo que nuestros resultados
son reproducibles en cualquier parte.
No es de sorprender que las principales etilogias de las fistulas en nuestro pais, la apendicitis
complicada ocupa el primer lugar como causa no postoperatoria, sin embargo no se le puede
llamar no iatrdgena, pues en nuestro medio la adquisicion de analgésicos y antibioticos es de
suma facilidad, permitiendo asi a los enfermos automedicarse ,ya que no es solamente un
padecimiento fisico, sino econdmica por sus consecuencias inmediatas, agudizado por la
globalizacién y la crisis que se ha mantenido.
Por otro lado se encuentran las causas postoperatorias, en donde la reseccidn intestinal con su
consecuente enteroanastomosis sigue siendo un tema de sumo interés del cirujano, pues no
solamente debe cuidar su técnica, sino conocer todos los factores que pudiesen propiciar un
fracaso a su procedimiento.
El género masculino sigue siendo el mas afectado, dada su actividad fisica es mas proclive a
padecimientos del orden quirdrgico.
La localizacion de las fistulas no ha variado con los afos, siendo principalmente afectados el
colon, yeyuno e ileon, y siendo mas comunes las de bajo gasto, de trayecto simple y Unicas, por lo
que el tratamiento conservador ayudado por el desarrollo tecnoldgico con la creacion de nuevas
férmulas parenterales, el acusioso cuidados de los electrolitos séricos y la profilaxis y tratamiento
antibiéticos, han permitido que el porcentaje de cierre espontaneo sea elevado.
El momento ha realizar la cirugia en los casos seleccionados es un tema que ha ido evolucionando
en los ultimos afios, y se ve reflejada en nuestras estadisticas, antes se realizaban mas cirugias de
urgencia que en los ultimos 5 afios, esto debido al conocimiento de la actividad inflamatoria
intraabdominal y los estudios que demuestran la elevada tasa de fracaso en los procedimientos
realizados posterior a las dos semanas iniciales y antes de 6 meses, hay autores que incluso
indican la espera de hasta un afio. En cuanto a las técnicas quirtrgicas no ha habido gran cambio

con respecto a lo hecho en el pasado.
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El uso de los sistemas de succion es otro punto que ha ido dando nuevos datos, asi como en un
inicio se postulé que el sistema VAC disminuia el tiempo para poder realizar tratamiento quirdrgico
o incluso el cierre espontaneo, actualmente hay datos que confirman su poca utilidad en las
fistulas gastrointestinales e incluso su poder deletéreo al preservar o crear nuevas fistulas.

El patrén histolégico que presentan nuestros pacientes no difieren a lo descrito en la literatura y ya
expuesto en la introduccion de este trabajo, por lo que sigue siendo inquietante el que el

tratamiento a desarrollar logre cumplir sus objetivos.
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XIIl. CONCLUSION

Nuestro centro de referencia cada dia se encuentra mas a la vanguardia en el tratamiento de las
fistulas gastrointestinales, esto impulsado por la exigencia que nuestros pacientes nos demandan.
Existen estudios previos que determinan los factores de riesgo relacionados a morbilidad y
mortaliada identificando plenamente a la localizacion yeyunal, fistulas multiples y sepsis como
factores de riesgo. Pero la propuesta de nuevas modalidades terapéuticas en este rubro no son
numerosas.

La presente Tesis cumple con el objetivo de identificar al grupo control, Grupo A, para el
ambicioso estudio que serd la determinacién de la utilidad del acido acetilsalicilico y los acidos
grasos poliinsaturados en el manejo de fistulas gastrointestinales.

Quedan asentados el tipo de pacientes gue maneja nuestra unidad, las patologias y cirugias mas
comunes de las cuales derivan, la prevalencia de las fistulas de bajo gasto y su localizacion,
siendo el colon, yeyuno e ileon sus sitios principales de afeccion. La prevalencia de las fistulas

Unicas y las de tracto sencillo, el patron histolégico de las fistulectomias y su relevancia clinica. El
tipo de cirugia que se realiza en el hospital, asi como su tasa de éxito y morbilidad/mortalid.

Se dan las armas para comparar la evolucion de los pacientes tras la administracion de nuevas
estrategias terapéuticas, como son las variables independientes del acido acetilsalicilico y los
acidos grasos poliinsaturados, con los obtenidos al recolectar la informacion del tratamiento
estandar administrado en nuestro hospital .

Se da el primer paso para la realizacién de un estudio prospectivo a largo plazo para obtener el
namero suficiente de casos para conseguir la validez estadistica necesaria, pues a pesar de ser un

centro de referencia, el nUmero de nuevos casos por afio oscila entre 15y 18.
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ANEXO 1.

No. Estudio

PROTOCOLO FISTULAS

CRITERIOS

GRADOS

Inflamacion

Ausente

Leve Moderad

0

Intenso

Neutréfilos

Macrofagos

Linfocitos

Células plasmaticas

Eosindfilos

Granulomas

Extension de la inflamacion

Mucosa

Muscular de la Mucosa

Submucosa

Capas musculares

Edema

En lamina propia

En submucosa

Fibrosis

Fibroblastos activos

Coléagena

Proliferacién vascular

Cambios en la pared vascular

Hipertrofia/hiperplasia

Hialinizacion

Necrosis

Cambios en el epitelio

Datos de cronicidad

Atrofia

Regeneracion

Displasia

Otros hallazgos
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ANEXO 2. ESCALA DE APACHE I

Variable fisiolégica +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
Temperatura rectal °C >41 39-40.9 38.5-38 | 36-38.4 34-35.9 32-33 30-31 <29.9
Presién arterial media mmHg >160 130-159 110-129 70-109 50-69 <49
Frecuencia cardiaca >180 140-179 110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Frecuencia respiratoria >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Oxigenacion: A-aDO, 6 PaO,(mmHg)
>500 350-499 200-349 <200
a FiO, >0.5 con A-aDO,
b FiO, <0.5 con PaO, PO,>70 | PO, 61-70 PO, 55-60 | PO, <55
7.33- 7.25-
pH arterial >7.7 7.6-7.69 7.5-7.59 7.15-7.24 <7.15
7.49 7.32
Sodio sérico mMol/L > 180 160-179 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 111-119 <110
Potasio sérico mMol/L >7 6-6.9 5.5-5.9 3.5-54 3-34 2.5-29 <25
Creatinina sérica (mg/100ml)
>3.5 2-3.4 15-1.9 0.6-1.4 <0.6
Doble puntuacion con (IRA)*
Hematocrito > 60 50-59.9 | 46-49.9 | 30-45.9 20-29.9 <20
Leucocitos (mm?) >40 20-39.9 | 15-19.9 3-14.9 1-2.9 <1
Escala Glasgow: 15-valor actual
APS= suma de las 12 variables
HCO3 sérico >52 41-51.9 32-40.9 22-31 18-21.9 15-17 <15

*IRA= Insuficiencia renal aguda.

B: Asignacién de la puntuacién por edad: <44-0 puntos, 45 a 54-2 puntos, 55 a 64-3 puntos, 65 a 74-5 puntos, > 75-6 puntos.

C: Asignacion de la puntuacién por enfermedad crénica: Paciente con antecedentes de falla organica sistémica severa o
inmunocomprometido:

a) para pacientes no operados o bien operados de emergencia 5 puntos.

b) para pacientes postoperados de forma electiva 2 puntos.

Definiciones: Antecedentes previos hospitalarios de insuficiencia organica o inmunosupresion, adecuarse a los siguientes criterios.
Higado: cirrosis corroborada por biopsia e hipertensién portal documentada (antecedentes de sangrado gastrointestinal, falla hepética o
encefalopatia hepatica).

Cardiovasculares: De acuerdo a la NYHA Clase IV.Respiratorio: Enfermedad obstructiva crénica, restrictiva o enfermedad vascular, que
condicionan restriccion estricta de ejercicio.Renal: didlisis crénica.lnmunocompromiso: Antecedente de haber recibido terapia supresiva
o enfermedad con disminucién en la resistencia a la infeccién.

APACHE SCORE Il es la sumatoria de A + B + C (A= APS; B= edad; C= enfermedad cronica)
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ANEXO 3.

México, D. F., a de de 200

Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica.
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Hospital General de México, SSA.

Carta de consentimiento informado

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado:

“Evaluacion del uso de 4cido acetilsalicilico y 4cidos grasos w3-poli-insaturados, como estrategia
para el cierre de fistulas persistentes del tracto digestivo.”.

El objetivo es comparar la evolucion clinica, el patrén histologico y la expresion molecular de los pacientes
portadores de fistulas persistentes del tracto digestivo que reciban tratamiento con &cidos grasos w3-poli-
insaturados y/o acido acetilsalicilico, con los pacientes portadores de fistulas del tracto gastrointestinal que
reciban el tratamiento médico convencional.

Mi participacion, de forma voluntaria, consiste en que se me medira el gasto diario de la fistula, el tiempo de
cierre de la fistula, el tamafio del defecto de la pared abdominal, el diametro de la fistula, el patrén
histoldgico del tejido de la fistula (por microscopia de luz), la concentracion sérica de IL-6 e IL-8 (por ELISA),
la expresién de los marcadores de macréfagos M2 CD163, receptor de IL-4 y receptor de manosa (por
inmunohistoquimica), FIZZ1, YM1, fibronectina y BIG-H3 (por RT-PCR).

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, y molestias; que se reducen a la incomodidad derivada de la
puncion en venas periféricas, pero se podran hacer tomas de los catéteres intravenosos que me han sido puestos para el manejo rutinario de mi
enfermedad. Yo no obtendré beneficio al participar en este protocolo.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier preguntay aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo de la Institucién. Asi mismo, podré ser
retirado del estudio en caso de que cumpla con alguno de los criterios de exclusion.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o publicaciones que
deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial.

También se ha comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio aunque

esta pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Podré contactar al investigador responsable en el teléfono 56-27-69-15 (Dr. Eduardo Ferat).

Nombre y firma del paciente Dr. Armando Isibasi Araujo

Testigo Testigo
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Hospital de Especialidades
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS
Servicio de Gastrocirugia
Protocolo: Manejo de Fistulas Intestinales con AGPIQ-3 + ASA

ANEXO 4. HOJA RECOLECCION DATOS

Nombre

Filiacion Edad | Sexo |
Hospital de Clave
Procedencia (iniciales)
Datos generales a su ingreso

Hospitalizacion Si | No Tiempo de Fecha ingreso

Previa estancia
Peso Peso habitual Pérdida Si No

actual >10%
Antecedentes Personales No Patoldgicos
1 Tabaquismo Si No 2 Obesidad Si | No
3 Alergias Si No 4 Otros * Si | No
* Especifique:
Antecedentes Personales Patoldgicos No Quirdrgicos
1 Diabetes Si No | 2 Hipertension Si No
3 Céancer * Si No | 4 Cardiopatia isquémica Si No
5 Dislipidemia Si No | 60tros * Si No
* Especifique:
Antecedentes Personales Patol6gicos Quirdrgicos

Tipo de cirugia Fecha de cirugia Complicaciones Comentario

Padecimiento Actual (Diagnésticos de ingreso)

Fecha Motivo Comentario
Localizacion de la fistula
1 Esofago Si No | 2 Estdmago Si No
3 Duodeno Si No | 4 Yeyuno Si No
5 lleon Si No | 6 Colon Si No

Especifique distanacia:
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Tipo de Fistula (Sefiale con una “x” y especifique en comentarios)

Caracteristicas Comentario
Gasto bajo Gasto alto
Terminal Lateral
Controlada Descontrolada
Simple Compuesto
Drenaje de la A través de herida abierta A través de orificio de piel
fistula
Desnutrido | Si | No A Pérdida > 10% de peso; B IMC <18; C albimina < 3.2 g/d!
Desequilibrio H- Si No | Fecha

E

Tamario de
fistula

Tamario orificio

Tamario herida

Causa de la fistula
Postoperatoria

Espontanea

Sepsis (Infeccion + dos 0 més de los siguientes criterios: FC > 90 x’, FR > 20 x’ 0 PaC02 < 32, Temp <
36°C 0 > 38°C, Leucos <4000 6 > 12 000 6 > 10 bandas)

Fecha de Inicio

Antes de la fistula

Después de la fistula

Tiempo de evolucién

Si | No

Si | No

Diagnostico

Técnica

Si

No

Observacion

Fistulografia

Contraste

Azul de metileno

Otro
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Factores que perpetuan la fistula

Caracteristica Si

No

Comentario

Oclusion intestinal

Eversién de la mucosa

Epitelizacion del tracto

Fistula terminal

Tratamiento

Tratamiento Si | No

Tipo Fecha

inicio

F. finalizacion Motivo

1 Quirdrgico

2 ASA

* Suspension
ASA

3 Omega-3

Nutricion enteral

NPT

Octredtide

Gasto de la fistula por dia (en mililitros)

Dia Gasto | Dia Gasto

Dia Gasto

Dia Gasto | Dia Gasto

Complicaciones

Tipo de complicacion

Fecha de inicio

Comentario

Evolucion Final

Fecha de
Egreso

Curacion
Total

Si No

Cierre Si
Espontan
€o

No

Fecha de
cierre E

Cierre Si
Quirdrgic
0

No

Fecha de
cierre Qx

Causa de
Egreso

Defuncion Si No
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Laboratorio

Fecha
semanas

Hb

Hto

Leucocitos

% PMN

%Linfocitos

% Bandas

% Monocitos

Plaquetas

Glucosa

Urea

Creatinina

ALT

AST

Bil Total

Bil Directa

Bil Indirecta

Fos Alcalina

AlbUumina

Prot Totales

DHL

GGTP

P C Reactiva
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ANEXO 5. Disfuncién organica (SOFA)

Disfuncién organica 0 1 2 3 4
Respiratoria < 200 < 100
. > 400 <400 <300 mas ventilacion mas ventilacion
Pa02/ Fi02 (torr) mecanica mecanica
Coagulacién
Plaquetas (103 dl) > 150 < 150 <100 <50 <20
Hepatica
Bilirrubina total (mg/ dI) <12 12-19 2.0-59 6.0-11.9 12.0 o més
mmol/ L <20 20- 32 33-101 102 - 204 > 204
Cardiovascular Dopamina <5 . .
. P - Dopamina > 5 Dopamina > 15
Hlpot/eanss(;glgtic\)/ggogas Sin hipotensién Tf‘n'\gq; 70 Oclagr)li,tizr?g;gn Epinefrina < 0.1 Epinefrina > 0.1
9 q N Norepi < 0.1 Norepi > 0.1
Neuroldgica
Escala de Glasgow 15 13- 14 10-12 6-9 <6
Renal
Creatinina sérica
(mg/di) <12 12-19 2.0-34 355;0%9 :56%

Flujo urinario (ml/dia)
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